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RESUMEN 
 
Para prevenir que el consumidor rechace las bebidas deterioradas por mohos, es 
importante evaluar la probabilidad de que una determinada bebida sea deteriorada 
microbiológicamente antes que alcance su vida útil. Los modelos matemáticos, 
que son capaces de predecir el efecto de diferentes factores sobre el crecimiento 
fúngico, mejoran la toma de decisiones de la vida útil y optimizan las medidas de 
control durante la producción, siendo de gran utilidad como herramientas efectivas 
en el control de calidad de la industria de bebidas. Por esta razón, el objetivo 
principal de esta investigación fue usar el modelo logístico de la microbiología 
predictiva para determinar la probabilidad de crecimiento de Fusarium oxysporum 
en la bebida isotónica sabor mandarina, frente a dos condiciones de temperaturas 
de almacenamiento: 20 y 30 °C y a dos cargas de inóculo: 100 y 101 esporas/100 
mL de bebida isotónica. Los resultados mostraron que el deterioro ocurrió más 
rápido a 30 °C con una carga de 101 esporas/100 mL de bebida isotónica (con un 
RMSE “Raíz del Error Cuadrático Medio” = 5.9196) que a 20 °C con 100 
esporas/100 mL de bebida isotónica (RMSE = 5.4397) y el tiempo al crecimiento 
de Fusarium oxysporum decrece en función del incremento tanto de la 
temperatura de almacenamiento como del tamaño del inóculo. El menor valor de 
t10% (67.04 horas), que representa el tiempo que da la alerta a la industria de 
bebidas para recuperar los productos del mercado por un caso de contaminación, 
se obtuvo con un tratamiento de 101 esporas/100 mL de bebida isotónica a 30 °C. 
Este estudio logró demostrar que incluso a muy bajas concentraciones de inóculo, 
la bebida isotónica es deteriorada fácilmente por Fusarium oxysporum y el modelo 
logístico proporciona a la industria de bebidas un método rápido y de bajo costo 
para estimar el efecto de la temperatura de almacenamiento y tamaño del inóculo 
en la bebida isotónica. 
 
Palabras clave: Fusarium oxysporum, deterioro, bebida isotónica, modelo logístico, 
microbiología predictiva. 
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ABSTRACT 
 
Title: “Modeling of the spoilage caused by Fusarium oxysporum in tangerine flavor 
isotonic drink, using the logistic model of predictive microbiology” 
 
To prevent consumer rejection of beverage spoiled by molds, it is important to 
assess the probability for a given beverage to be microbiologically spoiled before 
the end of its shelf life. Mathematical models that are able to predict the effect of 
different factors on fungal growth, improve the decision-making regarding to the 
shelf-life and optimize of control measures during the manufacturing, being usefull 
as effective tools in the quality control of the beverage industry. For this reason, the 
main aim of this research was to use the logistic model of predictive microbiology 
to determine the probability of growth of Fusarium oxysporum in the tangerine 
flavor isotonic drink, under two storage temperatures: 20 and 30 °C and two 
inoculum size conditions: 100 and 101 spores/100 mL of isotonic drink. The results 
showed that of spoilage occurred more speed at 30 °C with 101 spores/100 mL of 
isotonic drink (with RMSE “Root Mean Square Error” = 5.9196) than at 20 °C with 
100 spores/100 mL of isotonic drink (RMSE = 5.4397), and the time-to-growth of 
Fusarium oxysporum decreases in function of increasing both of storage 
temperature as the inoculum size.  The lower value of t10% (67.04 hours), which is 
the alert time to beverage industry to recall the products due to case 
contamination, was obtained with a treatment of 101 spores/100 mL of isotonic 
drink at 30 °C. This study demonstrated that even at a very low inoculum size, 
isotonic drink can be easily spoiled by Fusarium oxysporum and the logistic model 
provides to the beverage industry a quick and low cost method to estimating the 
effects of storage temperatures and inoculum size in the isotonic drink. 
 
Keywords: Fusarium oxysporum, spoilage, isotonic drink, logistic model, predictive 
microbiology. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
Los microorganismos presentes en las bebidas no son capaces de “saltar” todos 
los obstáculos presentes en ellas, como por ejemplo: el pH, los preservantes, el 
tratamiento térmico aplicado en el proceso de producción, entre otros. A este tema 
se le conoce como el “Concepto Barrera” el cual nos permite: determinar la 
probabilidad de crecimiento de un microorganismo en una bebida e inhibir su 
desarrollo con “barreras” para que no puedan adaptarse. Por otro lado, existe el 
“Efecto Trampolín”, que ocurre cuando los nutrientes de la bebida le brindan a 
los microorganismos la energía necesaria para vencer estos obstáculos. Utilizando 
estos dos términos el “Crecimiento Microbiano” es el resultado final entre el 
Concepto Barrera y el Efecto Trampolín1.  
 
Debido a que cada microorganismo se comporta de manera diferente frente a los 
obstáculos, cada bebida llega a tener una microflora en particular, contaminando 
tipos de bebidas específicas que se encuentran a la venta en el mercado mundial.  
Por ejemplo las aguas embotelladas tienen frecuentes episodios de contaminación 
por mohos, así lo demuestra un estudio realizado en la Argentina, donde fueron 
evaluadas 126 muestras de aguas embotelladas, encontrando la presencia de 
Penicillium citrinum, Cladosporium cladosporioides, Alternaria alternata y 
Penicillium glabrum2, éste último también fue aislado en Francia, de agua mineral 
aromatizada envasada en botellas PET (Politereftalato de etileno)3 y en agua 
carbonatada junto al Paecilomyces fulvu4.  
 
La preocupación por contrarrestar estas contaminaciones y además conseguir 
bebidas inocuas, es decir que no causen daño al consumidor, originó que las 
fábricas de procesamiento, implementen y validen sistemas como el ISO 22000: 
2005 “Food Safety Management Systems. Requeriments for any organization in 
the food chain” y el Sistema HACCP (Análisis de Peligros y Puntos de Control 
Crítico), ayudando a prevenir y controlar sistemáticamente los peligros que 
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pudieran ser inherentes al proceso de producción o que lleguen con las materias 
primas o los materiales de empaque5,6.  
 
Dentro del gran grupo de bebidas no carbonatadas, existen las llamadas bebidas 
deportivas o rehidratantes, siendo la principal categoría las isotónicas, las cuales 
están dirigidas principalmente a reponer sales minerales en deportistas de alto 
rendimiento durante el ejercicio. El mercado de bebidas deportivas ha crecido 
mucho en los últimos años, llegando a tener una gama de presentaciones que 
incluyen bebidas para antes (suministrando energía y vitaminas), durante 
(reponiendo sales minerales y carbohidratos) y después del ejercicio (para la 
hidratación y recuperación de proteínas)7. La estabilidad microbiológica de las 
bebidas deportivas es conseguida gracias a su fórmula y a su procesamiento 
(pasteurización), para luego ser envasadas asépticamente o por la tecnología de 
llenado en caliente. Recientemente, la última publicación de la “International 
Commission on Microbiological Specifications for Foods” (ICMSF - 2011), indica 
que la categoría de bebidas deportivas (isotónicas) no presenta peligros 
microbiológicos significativos de importancia en la inocuidad alimentaria, a pesar 
de que la microbiota de los ingredientes puede incluir pequeños números de 
patógenos, ya que la formulación, sus métodos de procesamiento (pasteurización) 
y las Buenas Prácticas de Higiene (BPH) logran controlar estos peligros8.  
 
Sin embargo, existen microorganismos que son capaces de saltar las barreras de 
la formulación de las bebidas isotónicas y aprovechar los nutrientes para poder 
desarrollarse y mantenerse. Dentro de estos microorganismos se encuentran los 
mohos, los cuales afectan la calidad del producto final, siendo los más 
representativos los mohos termorresistentes, cuyos géneros más comunes son 
Byssochlamys, Neosartorya, Talaromyces y Eupenicillium. Estos microorganismos 
no son patógenos pero son alterantes, ocasionando en el producto final una 
variación en la acidez, cambios en la apariencia, olores y sabores no 
característicos en la bebida y presencia de micelio visible, los cuales son 
indeseables para el consumidor9. Por toda esta importancia se los utiliza como 
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microorganismos “diana” en el diseño de procesos térmicos de bebidas y de otros 
productos de alta acidez10,11.  
 
En Australia, durante el verano de los años 2001 - 2002, se presentaron casos de 
contaminación en jugos UHT empacados asépticamente causados por el moho 
Fusarium oxysporum, posteriormente los fabricantes de bebidas lácteas en Nueva 
Zelanda y en otros lugares como Singapur, Sudáfrica, Estados Unidos y en 
Europa, reportaron problemas similares12, considerando a este microorganismo 
como un importante agente deteriorador de bebidas no carbonatadas. En Perú, en 
el año 2009, este microorganismo fue el causante de deterioro en diferentes lotes 
y sabores de bebidas isotónicas, generando productos no conformes, no aptos 
para la venta por presentar micelio visible en la bebida y ocasionando pérdidas 
económicas para la planta de producción (data no publicada).  
 
La Microbiología Predictiva es una herramienta clave en el Análisis de Riesgos, 
cuya función principal es usar ecuaciones matemáticas para modelizar y predecir 
en diferentes partes de un proceso productivo, la respuesta de un microorganismo 
(crecimiento, supervivencia o inhibición), frente a determinados factores: 
extrínsecos, intrínsecos, implícitos y de procesamiento. Por ello, es necesario 
conocer la probabilidad y la cinética de crecimiento de estos microorganismos, los 
cuales son determinados usando los modelos predictivos13.  
 
El presente estudio tiene como objetivo general: determinar la probabilidad de 
crecimiento de Fusarium oxysporum en la bebida isotónica sabor mandarina, 
frente a dos temperaturas de almacenamiento: 20 y 30 °C y a dos cargas de 
inóculos: 100 y 101 esporas/100 mL de bebida, usando el modelo logístico de la 
microbiología predictiva. Así mismo tiene como objetivos específicos: i) predecir el 
menor tiempo en que el 10 % (t10%) de las botellas con bebida isotónica sabor 
mandarina presentarán deterioro ocasionado por Fusarium oxysporum, ii) 
determinar el ajuste de los datos generados en los experimentos al modelo 
logístico.  
- 14 - 
 
II. GENERALIDADES 
 
2.1. Bebidas isotónicas 
 
2.1.1. Concepto e importancia 
 
Las bebidas deportivas, bebidas carbohidratos – electrolitos, bebidas de 
reemplazo de electrolitos, es una categoría de bebidas especialmente formuladas 
para el consumo antes, durante y después de la actividad física14. Según Palmer15 
(2005), las bebidas deportivas sirven para proporcionar agua, energía y electrolitos 
en una forma fácil de asimilar antes, durante y después del ejercicio, con el fin de 
evitar principalmente el agotamiento de energía y la pérdida de agua. Estas 
bebidas han sido diseñadas para personas que se dedican a actividades físicas 
extenuantes, sin embargo estas bebidas son a menudo consumidas por personas 
que simplemente aspiran a tales actividades o aquellas que disfrutan en asistir y 
ver los eventos deportivos.  
 
Una bebida deportiva debe ser formulada para: fomentar el consumo de líquidos 
voluntariamente a través de la mejoría en las características sensoriales de la 
formulación, de la composición electrolítica, de los tratamientos térmicos para 
evitar el uso de preservantes, y de empaques ergonómicos, para estimular una 
rápida absorción de líquidos evitando al mínimo el vaciamiento gástrico y la 
absorción intestinal mientras que proporciona líquido, carbohidratos y electrolitos 
en cantidades conocidas para inducir respuestas fisiológicas positivas y 
rendimiento, para suministrar carbohidratos para mejorar el desempeño, requerido 
para una palatabilidad óptima y rápida absorción de líquidos a través de un rango 
óptimo de un tipo de carbohidratos, así como para aumentar la respuesta 
fisiológica como  la homeostasis electrolítica y de glucosa y para asegurar una 
rápida rehidratación usando un tipo de electrolitos en la concentración adecuada14.  
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Las bebidas deportivas se clasifican en: isotónicas, las cuales contienen fluídos 
con electrolitos y carbohidratos entre 6 % – 8 %, hipotónicas con electrolitos y un 
nivel bajo de carbohidratos e hipertónicas, las cuales son fluídos con alto nivel de 
carbohidratos16.  
 
La mayoría de bebidas deportivas, que actualmente son comercializadas, tienen 
una similaridad en la formulación, sugiriendo algún concenso entre los fabricantes 
para los componentes claves de una bebida deportiva efectiva17. En general, las 
bebidas son aproximadamente isotónicas, con una osmolaridad que típicamente 
está en el rango de 280 a 320 mOsm/Kg. El contenido de carbohidratos es 
generalmente entre 6 – 7 % y normalmente incluye una combinación de glucosa, 
fructosa, sacarosa y maltodextrina. La concentración de sodio (Na) está 
típicamente entre 20 – 30 mmol/L, y la concentración de potasio (K) 
aproximadamente alrededor de 5 mmol/L18. Muchas de las bebidas deportivas son 
formuladas en un número de sabores relacionados a las frutas y contienen 
pequeñas cantidades de cloruros y fosfatos14.  
 
A continuación, se muestra la tabla N° 1, donde se indica la composición de las 
principales marcas de bebidas deportivas y con fines comparativos se muestran 
también la de algunos jugos de frutas y la de un estándar de bebida de cola 
carbonatada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
- 16 - 
 
Tabla N° 1. Composición de las principales marcas de bebidas deportivas 
incluyendo jugos de frutas y un estándar de bebida de cola carbonatada, con fines 
comparativos. 
Bebidas 
Carbohidratos 
(%) 
Sodio 
(mmol/L) 
 
Potasio 
(mmol/L) 
 
Osmolaridad 
(mosmol/Kg) 
Gatorade®  6 20 3 310 
Isostar®  7 30 5 290 
Lucozade Sport®  6.4 22 3 285 
Powerade®  (UK) 6 23 2 280/290 
Jugo de frutas: 
Naranja 
10 4 45 660 
Jugo de frutas: 
Manzana 
13 1 26 - 
Jugo de frutas: 
Tomate 
3 140 7 - 
Coca  11 3 1 700 
Tomado de Maughan RJ. Chapter 14: Sports beverages for optimising physical performance. In: 
Paquin P, editor. Functional and speciality beverage technology. Cambridge: Woodhead Publishing 
Limited; 2009. p. 346–369
18. 
 
Las tendencias respecto a las formulaciones de las bebidas deportivas19 se 
pueden resumir en 3 grandes grupos:  
 
 Bebidas que atienden las necesidades de los atletas por tipo. Por ejemplo: 
Gatorade® Tiger, dirigido a los atletas que practican pruebas de resistencia 
o aquellos que participan en deportes en equipo y Powerade® Play for kids, 
este último está formulado especialmente para niños, ya que ellos tienen un 
gran riesgo de deshidratación. 
 Bebidas que dan los nutrientes a tiempo. Estas bebidas facilitan mayores 
adaptaciones al entrenamiento y acortan el tiempo de recuperación. 
Actualmente estas formulaciones están basadas en diferentes 
combinaciones de carbohidratos y proteínas. 
 Bebidas que se encuentran entre las bebidas deportivas y las bebidas 
funcionales. Por ejemplo el agua de coco, que los atletas están 
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comenzando a escoger porque es beneficiosa para la rehidratación, por ser 
considerada una bebida isotónica natural.  
 
Con respecto a las características organolépticas, la diferenciación en los 
próximos años básicamente radicará en sabores más ligeros y menos artificiales, 
con colores tenues que busquen acercarse más a la imagen saludable del 
deporte20. Uno de los ejemplos más claros será el uso de antocianinas, logrando 
obtener una bebida isotónica de color rubí, que además proveerá antioxidantes 
naturales21.  
 
2.1.2. Producción de bebidas isotónicas en el Perú y en el mundo 
 
Los nuevos estudios de mercado indican que en los próximos años China, India y 
Latinoamérica serán los que más desarrollen en el rubro de bebidas, donde el 
factor más importante será la edad de la población (menor a 15 años) y el dinero 
disponible del consumidor. Latinoamérica, que está proyectada a ser para el 2014 
segunda en este rubro, se destaca actualmente por un crecimiento en tres 
sectores: gaseosas, cervezas y aguas embotelladas22. Por otro lado, el mercado 
de las Bebidas No Carbonatadas (NCB) está creciendo mucho más rápido que el 
de las Bebidas Carbonatadas (CSD). Los pronósticos del período 2009 – 2014, 
proyectan que las bebidas carbonatadas tendrán un crecimiento de 1.1 % contra 
5.2 % para los jugos de frutas y verduras y 3.9 % para el agua embotellada23.  
 
En América Latina, las bebidas energéticas, el té listo para beber y las bebidas 
deportivas son las categorías de más rápido crecimiento y también las más caras, 
en base al precio por litro24. Sin embargo, hay una gran oportunidad para que el 
consumo de refrescos se incremente en países como Brasil y Perú, los cuales 
poseen zonas urbanas bien desarrolladas y una población joven con aumento en 
poder adquisitivo25.  
 
El consumo de bebidas deportivas en el mundo viene creciendo constantemente, 
así, por ejemplo, mientras que en Estados Unidos26 las ventas de bebidas 
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deportivas no asépticas en supermercados, farmacias y otros (exluyendo al 
supermercado Walmart, tiendas de licores y clubes) se incrementaron 6.8 % para 
las últimas 52 semanas finalizando el 15 Abril 2012, en el Reino Unido, en general, 
se registró un incremento del 13.1 % en volumen, hasta situarse en 160 millones 
de litros en el 2010, esto equivale a 2,6 litros por persona y el valor total de la 
categoría fue de £ 260 millones16. Otro claro ejemplo es en el Brasil, donde el 
consumo de bebidas isotónicas creció 20 % en el año 2010, teniendo un 
crecimiento promedio de 13.2 % en los últimos 5 años, siendo la región de São 
Paulo la de mayor consumo27.  
 
En el Perú 3 marcas de bebidas isotónicas lideran el mercado28: Sporade®, 
Gatorade® y Powerade®, las cuales se siguen impulsando, para poder elevar el 
consumo “per cápita” del año 2008 que fue de 2.1 litros por persona29.  
 
El consumo de bebidas isotónicas en el Perú se incrementó en casi 32 % durante 
el año 2008, pasando de 30 hacia 100 millones de litros anuales en menos de 2 
años30.  
 
Durante el primer semestre del año 2009, el Perú experimentó un crecimiento de 
15 %, a pesar del freno económico mundial31 y a finales del mismo año obtuvo un 
crecimiento por encima del 40 %, principalmente debido al dinamismo de una 
marca por impulsar el mercado32.  
 
En el año 2012, las bebidas deportivas y energizantes en el Perú crecieron en un 
15 % tanto en volumen de producción como en ventas, alcanzando 165 millones 
de litros y 832 millones de nuevos soles respectivamente. En términos de 
consumo “per cápita”, el Perú es uno de los países “top” en Latinoamérica en el 
consumo de bebidas deportivas, ocupando el segundo lugar detrás de República 
Dominicana. Esta categoría ha desarrollado rápidamente durante el último período 
promovido por las empresas PepsiCo y Ajeper de forma conjunta con las 
autoridades regionales a través de eventos deportivos tales como maratones33 y 
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debido al precio unitario, donde el costo promedio de las bebidas deportivas por 
litro sigue siendo el más bajo de la Región. Otra razón fundamental es el ingreso 
de nuevas marcas y la fuerte competencia entre ellas. Se estima que el mercado 
de bebidas deportivas en el Perú34 tendrá un crecimiento anual de 14% hasta el 
2014.  
 
La tendencia de los peruanos a cuidar más su cuerpo y a tener una vida más 
saludable35, ha permitido el crecimiento de bebidas con valor agregado, sin gas y 
con menos azúcar, ayudando a que la categoría de bebidas deportivas puedan 
expandirse hacia provincias del Perú, siendo dentro de éstas la bodega como el 
lugar preferido para la compra (78 % de participación). Las ciudades de provincias 
más destacadas en el consumo durante el año 2011 fueron: Trujillo, Ica y Piura 
con 40, 35 y 33 % de participación respectivamente36. Estos datos son 
respaldados por un estudio realizado en la ciudad de Trujillo (Perú) en el año 
2006, donde se demostró que el mayor porcentaje de personas que consumen 
bebidas rehidratantes envasadas pertenecen a un mercado de consumidores 
jóvenes con edades entre 21 – 25 años (41.1 % de participación), los cuales 
prefieren la marca Gatorade® y consumen estas bebidas principalmente por el 
ejercicio físico y el cansancio37.  
 
En los próximos años, el crecimiento de la categoría de bebidas isotónicas estará 
impulsado por el cambio de presentación de envases de vidrio hacia envases 
PET38 y definitivamente por el consumo en las provincias del Perú, teniendo en 
cuenta que, para lograr esto, las empresas productoras de bebidas rehidratantes 
tendrán que informar mucho mejor las ventajas y los efectos de este tipo de 
bebidas, eliminando la desinformación de estos sectores36.  
 
 
 
 
 
- 20 - 
 
2.1.3. Proceso de fabricación: Llenado en caliente 
 
El procesamiento de bebidas isotónicas por llenado en caliente o “Hot Fill”, es una 
tecnología aceptable para la producción de bebidas de alta acidez comercialmente 
estériles (pH < 4.6) y se refiere al proceso por el cual las bebidas son calentadas 
para destruir los microorganismos de importancia y luego llenadas (envasadas) a 
temperaturas en exceso de un punto de referencia crítico, éste último depende de 
la combinación de producto y empaque, microorganismos de importancia y la 
carga microbiana de diseño. Dentro de este mecanismo, el producto caliente es 
usado para esterilizar el envase39,40. Sumo cuidado deben tomarse en cuenta 
durante este procesamiento y en el almacenamiento, debido a que pueden ocurrir 
alteraciones sensoriales y fisicoquímicas en las bebidas isotónicas, las cuales 
influiarán en su aceptación por los consumidores. Los factores de conservación 
más importantes en este tipo de bebidas son: alta acidez, tratamiento térmico 
(pasteurización), adición de conservantes en algunos casos, la asepsia y 
adecuación de embalajes en las condiciones de almacenamiento41.  
 
Los principales pasos en la fabricación de bebidas isotónicas por esta tecnología 
son: la mezcla de ingredientes y su estandarización para conseguir una bebida 
homogénea final; el calentamiento de la bebida (en un intercambiador de calor) y 
su tiempo de retención (en un tubo de retención) a una temperatura establecida 
(pasteurización)” para alcanzar una muerte microbiana requerida; el llenado en 
caliente dentro del empaque (vidrio, PET u otro) generalmente a temperaturas 
mayores a 85 °C; el tapado y la inversión para asegurar la esterilización completa 
del envase por contacto directo de la bebida caliente con la tapa y la botella; y el 
enfriamiento en el cual las botellas van descendiendo de temperatura de forma 
gradual con la ayuda de un túnel de enfriamiento, constituído por diferentes 
compartimientos de toberas rociadoras de agua con diferentes caídas de 
temperaturas para evitar dañar las características organolépticas de la bebida y 
terminar de crear el vacío en el empaque42,43.  
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La combinación del tiempo y temperatura en el tratamiento térmico es diseñada 
con el fin de llegar a reducir como mínimo 5-log de la carga de microorganismos 
patógenos44 o “dianas” que presenta la bebida, lamentablemente al tratar de 
eliminar a los microorganismos “dianas” en la mayoría de los casos se disminuye y 
desestabiliza los micro y macro nutrientes en la bebida45,46 y las características 
sensoriales se ven afectadas47, por lo que esto debe tomarse como referencia al 
momento de aplicar esta tecnología. Teniendo en cuenta lo anterior, las 
temperaturas y tiempos de pasteurización varían de fórmula a fórmula en las 
bebidas deportivas, así por ejemplo Petrus48 (2000) usó una conjugación de 
temperatura y tiempo de 95 °C x 5 segundos para una bebida isotónica, 
considerando como microorganismo “diana” al Enterobacter aerogenes, bacteria 
gram negativa anaerobia facultativa, mientras que Arias49 (2008) determinó una 
temperatura y tiempo de 67.3 °C x 15 minutos, cuando formuló una bebida 
hidratante a base de un fruto amazónico “el Arazá” (Eugenia stipitata), De Marchi50 
(2003) consideró una temperatura y tiempo de 92 °C x 4 segundos para una 
formulación basada en maracuyá, y Asante-Donyinah51 (2010) usó la conjugación 
de 70 °C por 30 minutos para tratar térmicamente una bebida deportiva basada en 
agua de coco y jugo de piña.  
 
Las principales ventajas del proceso de llenado en caliente resultan en que es una 
tecnología de procesamiento flexible para una amplia gama de bebidas no 
carbonatadas y requiere menos inversión (capital) que otras tecnologías como el 
procesamiento aséptico o tetra pack. Por el contrario, sus principales desventajas 
incluyen: la restricción de empaques, por ejemplo empaques PET que requieren 
paneles de vacío y contornos de botella, lo que lo hace más caro; temperaturas y 
tiempos severos; consideraciones en las fórmulas ya que algunos ingredientes son 
más sensibles al calor como las vitaminas; y restricciones para productos con pH < 
4.6 con la excepción de algunos tés de baja acidez que contienen preservantes 
naturales40.  
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2.2. Microbiología de Bebidas 
 
2.2.1. Teoría de los obstáculos 
 
2.2.1.1. Concepto barrera, efecto trampolín y tecnología de barreras 
 
Para conseguir que los alimentos y bebidas tengan una estabilidad y seguridad 
microbiológica, así como también conserven sus propiedades nutricionales y 
sensoriales, se les deben aplicar diversos factores combinados de conservación, 
comúnmente llamados barreras52,53. Existen en el mundo diversas barreras que 
permiten conservar los alimentos y bebidas54,55 como el calentamiento, la 
refrigeración, la congelación, el secado por congelación, el secado, el curado, el 
salado, la adición de azúcar, la acidificación, la fermentación, el ahumado y la 
remoción de oxígeno, sin embargo todas ellas pueden resumirse o están basadas 
en las siguientes: alta temperatura (F-value), baja temperatura (t-value), actividad 
de agua (aw), acidificación (pH), potencial redox (Eh), conservantes (pres.), y flora 
competitiva (c.f.). Estas barreras han sido aplicadas desde tiempos muy remotos 
de forma empírica y en la actualidad se usan de manera lógica e inteligente para 
obtener alimentos y bebidas de calidad total, lo que se conoce ahora como la 
tecnología de barreras o de métodos combinados de conservación, el cual fue 
derivado del concepto barrera56-59.  
 
Por el contrario y en contraste al concepto barrera, un alimento rico en nutrientes y 
vitaminas fomentará el crecimiento de los microorganismos, lo que se conoce 
como el “Efecto Trampolín”, por lo tanto las barreras en estos alimentos deberán 
ser mejoradas, de otra manera serán sobrepasadas, y los microorganismos 
contaminarán y deteriorarán los alimentos60-62.  
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2.2.1.2. Fundamento de la tecnología de barreras 
 
La conservación de los alimentos y bebidas implica poner a los microorganismos 
en un ambiente hostil, con el fin de inhibir su crecimiento, acortar su sobrevivencia 
o causar su muerte. Los microorganismos presentes en un alimento o bebida no 
deberían de sobrepasar las barreras presentes durante el almacenamiento de un 
producto, de otro modo el alimento se deteriorará o incluso causará una ETA 
(Enfermedad Transmitida por Alimentos), causando pérdidas económicas para la 
industria o muerte en los consumidores. Por ello, entender su fisiología y 
comportamiento es de suma importancia y es la base para aplicar diversas 
barreras que permitan conservar los alimentos y bebidas.  Los puntos a tomar en 
cuenta cuando se aplica la tecnología de barreras son los siguientes: 
 
La homeostasis: Un fenómeno clave que merece mucha atención dentro de la 
conservación de alimentos, y es la tendencia a la uniformidad y estabilidad en el 
ambiente de los organismos63. Si la homeostasis de los microorganismos 
presentes en los alimentos y bebidas es perturbada por factores de conservación 
o barreras, ellos no se multiplicarán, permanecerán en la fase de latencia o incluso 
morirán antes de que la homeostasis sea reparada. En resumen, la conservación 
del alimento o bebida es alcanzada por la perturbación de la homeostasis en los 
microorganismos presentes sea temporaria o permanentemente. Así los 
procedimientos más útiles para la conservación de alimentos y bebidas son los 
más eficaces en superar los mecanismos homeostáticos, que los microorganismos 
han evolucionado para sobrevivir al estrés originado por ambientes extremos u 
hostiles64.  
 
El agotamiento metabólico: Es otro fenómeno de importancia práctica que 
puede causar la auto-esterilización de un alimento. Los microorganismos 
presentes en los alimentos, que están tecnológicamente diseñados con barreras, 
no podrán crecer y morirán, y lo harán más rápidamente si la estabilidad del 
alimento está cercana al umbral de su crecimiento, la temperatura de 
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almacenamiento es elevada, los antimicrobianos están presentes y los 
microorganismos han sido injuriados sub letalmente. Los microorganismos 
intentarán reparar su homeostasis para sobrepasar el ambiente hostil, haciendo 
uso de su energía, ocasionando su muerte por el agotamiento metabólico. Se ha 
concluido que el agotamiento metabólico es acelerado si más barreras están 
presentes y esto puede ser causado por un incremento en la demanda de energía 
para mantener la homeostasis interna bajo condiciones de estrés65.  
 
Reacciones de estrés: Los microorganismos pueden llegar a ser más 
resistentes66 o más virulentos cuando están bajo situaciones de estrés, sobre todo 
si el mismo microorganismo sufre varias situaciones de estrés en distintas fases 
del procesamiento del alimento o bebida (protección cruzada). Los 
microorganismos se hacen más resistentes porque generan proteínas protectoras, 
las cuales son inducidas ya sea por calor, pH, actividad de agua, etanol, 
componentes oxidativos o por necesidad de nutrientes. Las diversas respuestas 
de los microorganismos al estrés pueden obstaculizar la conservación de los 
alimentos y pueden tornarse un problema para la aplicación de la tecnología de 
barreras. Sin embargo, las exposiciones de los microorganismos simultáneamente 
a diferentes situaciones de estrés, requerirán que ellos consuman energía para 
producir dichas proteínas protectoras, conllevándolos a agotarse 
metabólicamente67.  
 
Conservación “multitarget” o multi objetivo: Varios efectos sobre la 
conservación de alimentos pueden ser conseguidos con la aplicación de diferentes 
barreras sobre un mismo alimento, pudiendo llegar a un efecto aditivo, sinérgico o 
antagónico68,69. El efecto que se desea conseguir, cuando se formula alimentos o 
bebidas es el sinérgico70-72, el cual puede ser alcanzado si las barreras van 
direccionadas sobre diferentes objetivos dentro de la célula microbiana (sobre la 
membrana celular, sobre el ADN, sobre el sistema de enzimas, sobre el pH, sobre 
la actividad de agua, etc.) ocasionando una perturbación en la homeostasis del 
microorganismo. Además, empleando diferentes barreras a bajas intensidades es 
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más efectivo que usando una sola barrera con alta intensidad, ya que actúa sobre 
diferentes “dianas” u objetivos73-75. Una aplicación clara en productos lácteos es 
cuando se combinan antimicrobianos (bio-preservantes) a bajas dosis con suaves 
tratamientos físicos, logrando expandir el rango de microorganismos a ser 
inhibidos76. Pero de manera general las combinaciones de antimicrobianos con 
bajos pH, atmósferas modificadas con almacenamiento en refrigeración, baja 
actividad de agua con suaves aplicaciones de calor o varios tratamientos de 
conservación no térmicos conllevan a mejorar la estabilidad y protección del 
alimento77.  
 
Otros puntos de suma importancia en la tecnología de barreras son: las células 
adjuntas (“biopelículas”) y células independientes o sueltas, la cuantificación del 
comportamiento microbiano (microbiología predictiva), uniformidad del proceso y 
el acceso a los agentes de preservación (tecnologías) y el impacto sobre la 
estructura, la calidad y funcionalidad del producto78.  
 
2.2.1.3. Clasificación de los factores de conservación 
 
Una bacteria con un tiempo de generación de 20 minutos puede crecer de 1 hacia 
1 millón de células en solo 7 horas. Esto hace que necesitemos de un control 
microbiológico estricto en las plantas de fabricación de alimentos y bebidas, sobre 
todo porque no son áreas estériles. Las fases de crecimiento y muerte de los 
microorganismos: fase lag (latencia), fase logarítmica, fase estacionaria y fase de 
muerte, se ven influenciadas por diversos factores: intrínsecos, extrínsecos, 
implícitos y de procesamiento, los cuales son aprovechados por la industria para 
extender la fase de latencia, reducir el ratio de crecimiento o acelerar la 
destrucción de los microorganismos. Esto ayuda a promover alimentos y bebidas 
seguros y retardar su deterioro79. A continuación, se muestra una descripción de 
cada una de los factores: 
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Factores Intrínsecos: Son aquellos que son relativos a las propiedades físicas, 
químicas y biológicas del alimento80. Los factores más importantes son los 
siguientes: pH, aw, acidez, entre otros. 
 
Factores Extrínsecos: Son aquellos que resultan de las propiedades físicas y 
químicas del ambiente en el que se mantiene el alimento81. Los factores más 
imporantes son: composición de la atmósfera gaseosa, humedad relativa, 
temperatura, entre otros. 
 
Factores Implícitos: Son aquellos efectos que dependen de la microflora 
particular dominante que inicialmente se desarrolla en respuesta a los factores 
intrínsecos, extrínsecos y de procesamiento. Pueden ser sinérgicos o antagónicos. 
Los efectos sinérgicos implican la alteración de las condiciones por un grupo de 
microorganismos de modo que otro resulta favorecido, esto puede ser como 
consecuencia de un organismo que elimina una sustancia inhibidora para otro, de 
un organismo que produce factores de crecimiento requerido para otros o 
alteración microbiana del pH, contenido de agua, estructura del alimento que 
favorece el crecimiento de otros. Los efectos antagónicos actúan de modo 
opuesto82.  
 
Factores de elaboración o de procesamiento: Son aquellos que son 
consecuencia de los tratamientos aplicados durante la elaboración de los 
alimentos y bebidas, los cuales modifican la composición de la microflora por 
ejemplo los tratamientos físicos y los tratamientos químicos83. Los factores mas 
importantes a mencionar en esta clasificación son: el tratamiento térmico, la 
preservación por adición de conservantes, el tipo de envasado / empacado y los 
tratamientos no térmicos como la alta presión, pulsos de campo eléctricos, 
irradiación UV, alta presión con dióxido de carbono, entre otros. 
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2.2.1.4. Aplicación de la tecnología de barreras 
 
La tecnología de barreras es aplicada en una variedad de productos y ha ganado 
amplia popularidad y aceptación en todo el mundo, así en países industrializados 
es aplicada en: alimentos mínimamente procesados consiguiendo alta calidad y 
similaridad a los alimentos frescos; en el cuidado de alimentos refrigerados; en 
alimentos fermentados; en alimentos saludables bajos en sal, grasa, azúcar, 
preservantes; en alimentos mínimamente empacados; en procedimientos de 
empacados ultra limpios consiguiendo baja contaminación de alimentos 
preservados suavemente, asépticos; en alimentos con bajo potencial de 
preservantes indeseables (nitrito, sulfitos); en evitar la pérdida de energía por uso 
de congelación o refrigeración por conversión a alimentos estables a temperatura 
ambiente; en materias primas descontaminadas por múltiples barreras (carnes, 
frutas, vegetales); y en mejorar las defensas contra patógenos84-86.  
 
En países en desarrollo, la tecnología de barreras es aplicada en: productos de 
fruta, carnes y pescados (Sudamérica), para mejorar los alimentos tradicionales y 
alimentos fusión de China y Taiwán, una variedad de productos lácteos, cereales, 
frutas, aves y pescados (India), en jugos, frutas y canales de carne en el África87-
90.  
En Sudamérica, actualmente la tecnología de barreras se aplica para obtener 
frutas mínimamente procesadas basándose en 3 enfoques: optimizando los 
métodos de conservación tradicionales; por desarrollo de procesos suaves 
mediante combinaciones de métodos tradicionales y nuevos (físicos y químicos) 
cada uno a baja intensidad; y por el desarrollo de técnicas innovadoras que 
permitirán desarrollar nuevos alimentos derivados de frutas. Todo esto con el 
único fin de obtener frutas y derivados con atributos de calidad lo más similares 
posibles al de los productos frescos78.  
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La tabla N° 2 muestra un resumen sobre la aplicación de la tecnología de barreras 
en diversos productos, logrando la extensión de la vida útil y el mantenimiento de 
las características organolépticas. 
 
Tabla N° 2. Aplicaciones de la tecnología de barreras en diversas categorías de 
alimentos 
 
Categoría de 
alimento 
Ejemplos de productos Referencias 
Frutas Açaí, Aguaje, Camu 
Camu, Carambola, 
Coco, Duraznos, 
Frutillas, Guayaba, 
Platano  
Alexandre91 (2004); García92 (2002); 
Ramos93 (2002); Tello94 (2002); 
Hashimoto95 (2005); Araújo96 (2007); 
Vidales97 (1997); Torrezan98 (1996), 
Rosas99 (1994). 
Tubérculos Papa Mateucci100 (2011) 
Verduras Espinaca, Pimiento Rojo, 
Zanahoria 
Piagentini101 (1999); Horvitz102 (2010); 
Jois Vibhakara103 (2006) 
Productos de 
panificación 
Bollerías, Pan al vapor 
(Sudáfrica) 
Guynot104 (2003); Lombard105 (2000) 
Leguminosas Frijoles Sluka106 (2009) 
Alimentos 
regionales 
Lup Cheong (China): 
Salchicha cruda no 
fermentada, Paneer 
(India): Queso de campo 
mezclado con salsa de 
tomate, cebollas y 
especias 
Leistner107 (1994) 
Cárnicos y 
pescados 
Cecina, Charqui, 
Pescado 
Iribarren108 (2002); Shimokomaki109 
(1998); Guillem110 (2002) 
Leche y 
productos 
lácteos 
Leche, queso, suero Rodriguez111 (2010); Pérez112 (2010); 
Roche113 (1991) 
Salsas Salsas para aderezo Gonzáles114 (1998) 
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2.2.1.5. Calidad total en la conservación de alimento y bebidas 
 
Un tratamiento térmico aplicado para la conservación de un alimento no 
necesariamente será efectivo para otro por más similar que sea en su 
composición, así por ejemplo un tratamiento térmico de 71.7 °C por 15 minutos 
puede ser tomado como base para destruir los ciclos logarítmicos de Salmonella 
en leche fluida, pero no será efectivo en la destrucción de la misma Salmonella  en 
leche chocolatada, por lo que confirma que cada matriz y el ambiente de 
procesamiento del alimento provee un único ambiente microbiano que prohíbe una 
extrapolación hacia otras matrices79. Por ello una correcta e inteligente 
combinación de la tecnología de barreras (usada para el diseño de alimentos y 
bebidas), del concepto HACCP (usado para el control de procesos) y de la 
microbiología predictiva (usada para el refinamiento del proceso) aplicados a cada 
alimento o bebida individualmente, permitirá asegurar la calidad total de los 
mismos115,116.  
 
2.2.2. Microorganismos de importancia en el deterioro de bebidas tratadas 
térmicamente 
 
2.2.2.1. Bacterias 
 
Históricamente, las bebidas a base de frutas como cítricos o manzanas no son 
consideradas como bebidas de alto riesgo para la salud (con excepción de la 
Patulina en jugo de manzana), debido a que presentan un pH menor a 4.6, 
limitando el crecimiento de los microorganismos patógenos. Sin embargo la FDA 
(Food and Drug Administration) de los E.E.U.U., a raíz de observar varios 
episodios de enfermedades ligadas a estos productos, estableció desde el año 
2001 una regla HACCP para jugos, donde los procesadores deben asegurar que 
el producto reciba un tratamiento capaz de conseguir como mínimo una reducción 
de 5 log de un patógeno tal como E. coli O157:H7, Salmonella spp., Listeria 
monocytogenes u otro de importancia117. Para cumplir este objetivo, pueden 
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aplicarse diversos tratamientos como pasteurización térmica, alta presión, pulsos 
eléctricos u otros similares. Una aplicación práctica para la industria de jugos de 
manzana, naranja y uvas es asegurarse que éstos pasen por un tratamiento 
térmico a 71.1°C por 3 segundos como mínimo118 (probado para reducir 5-log en 
E. coli O157:H7, Salmonella enterica y Listeria monocytogenes) o que los jugos de 
uvas blancas reciban una dosis de irradiación UV de 75.04 mJ/cm2 por 10 minutos 
para reducir 5-log de E. coli K12119. Al aplicar cualquiera de estos tratamientos a 
los productos, se consigue eliminar los microorganismos patógenos, pero al 
mismo tiempo se logra eliminar o disminuir la carga microbiana relacionada con 
microorganismos aerobios mesófilos viables, bacterias ácido lácticas, mohos y 
levaduras, los cuales están implicados en el deterioro de las bebidas.  
 
Por otro lado, en los últimos años se ha realizado una investigación profunda 
sobre bacterias deterioradoras de bebidas (no patogénicas) que son capaces de 
resistir tratamientos térmicos y alta acidez. Entre ellas, se encuentra el 
Alicyclobacillus spp., aislado en 1982 e identificado como el agente causante de 
deterioro de un jugo de manzana pasteurizado. Este microorganismo posee 
distintas características, una de las cuales es su capacidad para sobrevivir a 
procesos comerciales de pasteurización y por producir olores extraños en los 
jugos de frutas, siendo el guayacol y los halofenoles los principales agentes 
químicos identificados como el olor extraño en el deterioro120.  
 
Alicyclobacillus spp. se halla disperso en la naturaleza, y puede llegar a colonizar 
los ambientes de procesamiento de jugos y concentrados de frutas121, ubicándose 
principalmente en el agua de condensado durante el proceso de concentración122.  
Recientemente estudios han demostrado que Alicyclobacillus spp. también está 
presente en los aromas concentrados naturales de manzana y pera, pudiendo 
contaminar los productos finales de los cuales formará parte123,124.   
 
La especie de Alicyclobacillus acidoterrestris, considerada como la especie de 
deterioro más importante dentro del género Alicyclobacillus, ha sido investigada en 
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una gama de productos de frutas en el mundo, por ejemplo en un estudio 
realizado en Campinas (Brasil), se halló en un 28 % en las muestras de jugo de 
maracuyá.  Al mismo tiempo se registró que el mejor binomio de tiempo y 
temperatura para la activación de sus esporas fue de 70 °C por 20 minutos y que 
las cepas aisladas sobrevivieron al proceso de pasteurización, aplicado por las 
industrias procesadoras de jugos125. Por otro lado en la Argentina, un estudio de 
14 años liderado por el Dr. Oteiza126 y realizado en 8556 muestras de jugos de 
frutas y vegetales, dió como resultado la presencia de Alicyclobacillus en jugos de 
manzana, pera, durazno, mandarina, piña, mango, ciruela, guayaba, albaricoque, 
limón, banana, zanahoria, fresa, toronja y remolacha.  
 
Las industrias de jugos, pulpas y concentrados de frutas han reconocido que 
Alicyclobacillus spp. es uno de los microorganimos “diana” en el control de calidad 
de estos productos127 y por ello, al diseñar los procesos térmicos, se debe tener en 
cuenta su resistencia, y principalmente la de sus esporas128. Valores “D”, para esta 
bacteria, han sido calculados y pueden ser usados por las industrias procesadoras 
de jugos concentrados de manzana, así por ejemplo tenemos que valores de 
15.63, 9.21, 6.23 y 3.50 minutos son capaces de destruir las esporas de esta 
bacteria cuando son sometidas a temperaturas de 88, 90, 92 y 95 °C 
respectivamente129. Adicionalmente, se ha creado una serie de medidas 
preventivas130, para ser llevadas a cabo durante el procesamiento de jugos y 
concentrados de frutas, ya que la resistencia térmica de las esporas de 
Alicyclobacillus spp. es muy alta, pudiendo ocasionar pérdidas en las 
características organolépticas del producto final cuando se le aplican altas 
temperaturas al tratar de eliminar las esporas.  
 
Una de estas medidas es que cuando las plantas de procesamiento se encuentren 
en una época alta de producción, es recomendable que la planta adopte un tiempo 
de producción continuo no mayor a 84 horas y entre operaciones debe realizarse 
una limpieza CIP (“Cleaning-in-place”), con la finalidad de minimizar la 
acumulación de Alicyclobacillus en jugos concentrados131. Otras medidas que 
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coadyuvan a evitar el deterioro de los productos por este microoganismo, son las 
siguientes: análisis del agua usada en la planta, análisis del condensado del 
concentrador, la fruta no debe ser recogida del suelo ni estar almacenada en 
contacto directo con el suelo, en el procesamiento la fruta excesivamente 
maltratada o podrida debe ser rechazada (incluso si está sujeta a una etapa de 
limpieza posterior). Durante el embotellado de bebidas a base de frutas (llenadas 
en caliente) el enfriamiento del producto (después de la pasteurización y del 
llenado) debe ser tan rápido como sea posible132 hasta conseguir temperaturas 
menores a 20 °C.  
 
Clostridium pasteurianum, es otra bacteria anaerobia obligada y formadora de 
esporas, la cual es resistente a elevadas temperaturas, pudiendo germinar a pH 
4.3 en jugos de manzanas embotellados.  En bebidas ácidas, esta bacteria 
produce los gases H2 y CO2 como un bioproducto de su crecimiento, resultando en 
empaques hinchados. También produce ácido butírico, que lleva a un olor y sabor 
extraño en la bebida y que es fácilmente detectado por los consumidores, 
produciendo su rechazo. En los E.E.U.U, Clostridium pasteurianum pudo ser 
aislado e identificado a partir de múltiples brotes de deterioro de lotes de jugo de 
manzana de vida útil larga (fabricado a partir de concentrado importado, el cual 
contenía 1 espora/2Litros), y que presentaban empaques severamente hinchados. 
El deterioro ocasionó un recojo voluntario del producto y una pérdida económica 
significante para el fabricante, porque las botellas de 1.89 Litros del lote se 
encontraban hinchadas (mostrando altos niveles de producción de gas), con 
turbidez y con un fuerte olor a ácido butírico. Feng133 y col. basados en un estudio 
en jugo de manzana, recomendaron que una medida clave para prevenir el 
deterioro potencial debido a Clostridium pasteurianum en jugos de frutas es 
controlar el pH del producto final y mantenerlo por debajo de 4.0, siempre que el 
nivel de contaminación sea bajo. 
 
Otra bacteria que causa deterioro en bebidas, es Asaia sp., un género descrito en 
el año 2002, que tiene principalmente 2 especies: A. bogorensis y A. siamensis. 
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Estos bacilos gram negativos causan deterioro en agua embotellada con sabor a 
frutas. Este género tiene el potencial de proliferar en bebidas con un bajo pH, 
donde la fermentación no es requerida, y se incluye en el linaje de las bacterias 
ácido acéticas, por su relación filogenética con los géneros Acetobacter, 
Gluconobacter, Acidomonas y Gluconacetobacter134. El deterioro que causó esta 
bacteria en un lote de agua embotellada con sabor a frutas estuvo asociado a la 
formación de turbidez (equivalente a la escala de McFarland N° 5), con un olor 
característico y un pH de 3.5. Estas bacterias crecen sobre “Agar Plate Count” a 
22 y 30 °C por 48 horas formando colonias lisas, translúcidas y brillantes, de color 
palo rosa, las cuales son extremadamente pequeñas (de 1 a 2 mm de diámetro, 
aproximadamente), y son incapaces de crecer a 37 °C, teniendo mínima influencia 
sobre la salud humana por su incapacidad de reproducirse a la temperatura del 
cuerpo humano. Son catalasas positivas y oxidasas negativas, y presentan relativa 
resistencia a los antibióticos tales como la ceftazidima (30 µg), amikacina (30 µg), 
imipenem (10 µg), entre otros, sin embargo se ha demostrado que es sensible a la 
netilmicina, gentamicina y doxiciclina135. Recientemente hay reportes de deterioro 
en bebidas de frutas y en té frío embotellado listo para beber, incluyendo 
productos ácidos conservados con benzoato, sorbato y dimetildicarbonato. Estas 
bacterias, debido a su superficie celular hidrofílica, también han sido halladas en el 
equipo de procesamiento en forma de “biopelículas”, siendo persistentes y 
difícilmente removibles con las operaciones de saneamiento común136,137.  
 
Asaia lannensis, ha sido reportado recientemente en Polonia como un deteriorador 
de agua mineral embotellada sabor a fresa (pH entre 3.3 – 3.6), produciendo 
flóculos como un defecto visual en este producto a las 2 semanas desde su 
producción y durante su distribución. Este microorganismo también fue aislado del 
concentrado sabor fresa natural138 usado en la producción del agua mineral 
saborizada, por lo que se pudo concluir que este componente podría ser la fuente 
de contaminación final del producto. Esta bacteria tiene una gran capacidad de 
adherencia y por consiguiente puede formar “biopelículas”, siendo la superficie 
más susceptible la del empaque a base de PET, usado en la industria de bebidas, 
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seguido por el vidrio y el polipropileno, así lo demostró un estudio realizado por 
Kregiel139, dando valores de 2900, 320 y 44 RLU/cm2 respectivamente, durante un 
período de incubación de 14 días.  
 
2.2.2.2. Mohos 
 
La importancia de los mohos en las bebidas se relaciona principalmente con el 
deterioro, pudiendo causar olores y sabores extraños, decoloración, podredumbre 
y formación de micelio visible140, sin embargo en los últimos años su importancia 
ha crecido en temas de inocuidad alimentaria, debido a que pueden producir 
micotoxinas, las cuales son perjudiciales para la salud y por ello una mejora en la 
prevención y el control de mohos en los alimentos debe estar basada en el 
conocimiento de la flora fúngica141.  
 
La mayoría de las esporas y células vegetativas de los mohos son fácilmente 
destruídas por el calor, sin embargo existen esporas de mohos que poseen una 
suficiente resistencia térmica (ascosporas) para sobrevivir a los procesos de los 
alimentos ácidos142. Estas esporas pertenecen a los llamados mohos 
termorresistentes, los cuales son considerados de alta importancia, porque son 
capaces de resistir temperaturas de pasteurización normalmente aplicadas por las 
industrias en el procesamiento de jugos, pulpas y bebidas de frutas de larga vida 
útil143-145. La primera incidencia de estos microorganismos fue en el año de 1930, 
cuando en Inglaterra Byssochlamys fulva causó deterioro en fresas enlatadas146. 
Luego, a través de los años, fueron apareciendo diversos casos de deterioro en 
diferentes tipos de productos y en diferentes partes del mundo147-149. Estos 
microrganismos pueden colonizar y deteriorar también: aceitunas verdes150 
(enlatadas y procesadas térmicamente), aguas151-152, bebidas rehidratantes153 o 
también productos lácteos tales como quesos, helados154, y margarina155.  
  
Los géneros y especies comúnmente implicados y de mayor importancia en el 
deterioro de productos de frutas pasteurizadas son: Byssochlamys, Neosartorya, 
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Talaromyces y Eupenicillium1,156-157. Otras especies de mohos resistentes al calor 
que también han sido aisladas de frutas con menores incidencias, son: 
Paecilomyces variotii158, Devriesia spp., Hamigera striata159, E. chevalieri160, 
Hamigera avellanea, Thermoascus crustaceus161 y algunas especies de Fusarium, 
como F. oxysporum, recientemente han tomado importancia162.  
 
Estos microorganismos se encuentran ampliamente distribuidos en el suelo163-166, 
en el ambiente y consecuentemente pueden migrar y contaminar las frutas, las 
cuales muchas veces caen a la tierra durante las cosechas y es de esta forma 
como sucede la contaminación, siendo las frutas más afectadas las que crecen 
muy cercanas al suelo como las fresas y uvas167-168. Una vez que los mohos 
termorresistentes han sido llevados a las plantas de fabricación por medio de las 
materias primas o materiales de empaque, éstas pueden colonizar los ambientes y 
máquinas169, siendo después muy difícil de retirarlos. Así lo demuestran los 
aislamientos de hongos termorresistentes en glucosa, tanques de glucosa, filtros 
de tanques, empaquetaduras, tuberías corroídas, tuberías de producto, 
enjuagadoras de botellas, botellas, tapadoras y túneles de enfriamiento en plantas 
de bebidas rehidratantes9.  
 
Algunas especies de Byssochlamys pueden producir gas170 y ser consideradas 
como productoras potenciales de micotoxinas, tales como la Patulina171-172, sobre 
todo en las etapas post-pasteurización durante el procesamiento de bebidas. Los 
productos deteriorados por mohos termorresistentes se manifiestan por lo general 
con: alteraciones del sabor, producción de gas, producción de micelio visible, 
separación de fases en jugos y bebidas de fruta y alteración de los tejidos de las 
frutas debido a la producción de enzimas pectinolíticas173, ocasionando grandes 
pérdidas económicas sobre los lotes afectados por la inaceptabilidad del público 
consumidor.  
 
Tratar de eliminar los mohos termorresistentes con tratamientos térmicos más 
elevados o por tiempos más prolongados no es viable, desde que afecta la calidad 
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y propiedades nutricionales de los productos, por el contrario, el calor activa las 
ascosporas ocasionando la germinación de los mismos en el producto final 
durante el almacenamiento174. La mejor forma de eliminar los mohos 
termorresistentes es en los pasos previos al ingreso de la materia prima a la planta 
o incluso en los primeros pasos del procesamiento. Para ello, se debe seguir 
buenas prácticas de manufactura en la línea de fabricación, asegurando un 
transporte adecuado para que no haya riesgo de rompimiento de las frutas 
(facilitando con ello la contaminación con los mohos termorresistentes), 
seleccionando y dejando pasar sólo las frutas sanas y aptas para el proceso, 
garantizando un correcto lavado y sanitización de las frutas, y evitando el contacto 
de los equipos de la planta de proceso con tierra175.  
 
2.2.2.3. Levaduras 
 
De acuerdo con Fleet176 (2011), el deterioro de bebidas por levaduras se produce 
por el crecimiento de estos microorganismos en el producto final. Los 
componentes de las bebidas son utilizados como sustratos de crecimiento por las 
levaduras y son transformados en una variedad de metabolitos, ocasionando los 
indeseables cambios químicos, físicos y sensoriales en el producto final. La 
producción del gas dióxido de carbono (uno de los principales metabolitos de 
deterioro), causa que los empaques de bebidas se hinchen, distorsionen y 
eventualmente explosionen como una consecuencia de la presión interna que se 
ejerce, pudiendo llegar a presiones entre 5 – 10 atmósferas. 
 
La mayoría de levaduras no son resistentes al calor177, destruyéndose fácilmente 
en pocos minutos a temperaturas entre 55 y 65 °C, específicamente entre 5- 10 
minutos a 55 °C y < 1 minuto a 65 °C. La resistencia térmica de las levaduras es 
comparable al de las bacterias vegetativas, sin embargo las ascosporas de 
levaduras pueden ser más resistentes al calor que las células vegetativas. 
Adicionalmente, la resistencia térmica de las células de levaduras decrece a 
valores de pH bajos y se incrementan con bajas actividades de agua (aw). 
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Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, y ocasionalmente especies 
de Brettanomyces y Candida son las levaduras principalmente responsables del 
deterioro de jugos de frutas procesados térmicamente178. Aislamientos de Candida 
pelliculosa y Kloeckera apis en jugos y néctares de frutas tropicales 
pasteurizados179, han sido reportados también en Camerún, en los sabores de 
piña, guayaba y maracuyá.  
 
Otro gran grupo de bebidas tratadas térmicamente son las llamadas “thermally 
processed non-preserved CSDs” (bebidas carbonatadas sin conservantes 
procesadas térmicamente), y son bebidas carbonatadas con 1.5–2.5 volúmenes 
de CO2, llenadas en frío en botellas de vidrio, en botellas de plástico resistentes al 
calor o en latas de aluminio, y llevadas a un túnel de pasteurización (generalmente 
entre 65–75 °C por 10–20 minutos) para cuidar la estabilidad microbiológica. Estos 
productos pueden contener entre 5 – 10 % (o más) de jugos de frutas180. En este 
tipo de bebidas tales como los “sparkling juices” o jugos espumosos, las sodas 
orgánicas o totalmente naturales, y las bebidas energizantes, las levaduras son los 
principales microorganismos de deterioro, siendo los géneros más importantes 
Saccharomyces spp., Pichia spp., y Kloeckera spp., los cuales forman ascosporas 
resistentes al calor capaces de sobrevivir a la pasteurización, pudiendo germinar y 
crecer en la bebida final. La manifestación del deterioro típicamente incluye 
abundante producción de CO2 (con una probable explosión o ruptura del 
empaque), generación de olor y sabor extraño (etanol, éster, ácido orgánico, 
acetaldehído), turbidez, opalescencia y formación de sedimento o películas181.  
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2.3. Fusarium oxysporum 
 
El Reino Fungi, que comprende a las levaduras y a los mohos, incluye cuatro 
filos182: Chytridiomycota, Zygomycota, Basidiomycota y Ascomycota. Dentro de 
ellos, el género Fusarium se encuentra ubicado en Ascomycotas183 y es uno de los 
mohos más importantes debido a su capacidad patogénica en plantas y por 
producir potentes micotoxinas las cuales afectan a los animales y a los seres 
humanos. También es conocido porque puede deteriorar productos alimenticios 
como: leche184, leches saborizadas UHT185, mermeladas186, palomitas de maíz o 
popcorn187, jugo de naranja sin pasteurizar188 y frutas como bananos (en sus 
variedades de la Isla, Manzano y Seda), papaya, tomate, naranja, palta, uva italia, 
chirimoya y piña189.  
 
Además las especies de Fusarium de origen alimentario se caracterizan por un 
rápido crecimiento de sus colonias con un micelio aéreo flocoso y por la 
pigmentación de sus colonias que varia desde rosa pálido hasta un violeta azulado 
dependiendo de las especies y las condiciones de crecimiento190. Los conídios son 
producidos a menudo en esporodoquios que aparecen como puntos viscosos en el 
cultivo y en algunos casos pueden ser prolíficos que se unen en una gran capa 
viscosa. El típico conídio de Fusarium (macroconidium) es fusiforme, multicelular 
por septas transversales, con una característica de una célula basal con forma de 
pie y una célula apical apuntada. Adicionalmente, algunas especies pueden 
también producir conidios menores (microconídios), los cuales existen 
mayormente como unicelulares, en algunos casos de 3 a 5 células, y varían desde 
globosas, ovales, reniformes hasta fusiformes. Unas pocas especies producen 
microconidias en cadenas, los otros lo hacen en forma de cabezas viscosas o 
solitarias. En general, las especies de Fusarium prefieren condiciones húmedas 
con alta actividad de agua (mayor que 0,86) y crecen bien a temperaturas 
alrededor de 0 – 37 °C. 
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Existen especies del género Fusarium tales como Fusarium graminearium, 
Fusarium moniliforme, Fusarium proliferatum y Fusarium culmorum las cuales son 
productoras de micotoxinas191-193 como la Zearalenona, Deoxynivalenol, 
Fumonisinas y Nivalenol, y otras con capacidad patogénica en plantas como 
Fusarium oxysporum.  
 
2.3.1. Definición y ocurrencia 
 
Fusarium oxysporum es un moho que dependiendo de las condiciones de 
crecimiento (tiempo, temperatura, medio de cultivo, entre otros) puede presentar 3 
tipos de esporas: macroconidias, microconidias y clamidosporas194.  
 
En cuanto a sus macroconidias, están dispersas en algunas cepas, pero 
usualmente son abundantes en los esporodoquios y ocasionalmente en hifas en 
crecimiento sobre la superficie del agar. Son de longitud cortas a medianas, 
relativamente delgadas, rectas o ligeramente curvadas y de pared delgada. La 
mayoría de aislados producen abundante esporodoquio naranja pálido, sin 
embargo en algunos aislados los esporodoquios pueden ser escasos, dispersos o 
no existen. Su célula apical es cónica y curva, a veces con un ligero gancho. Sus 
células basales son en forma de pie a punteadas. Presentan usualmente 3 septas. 
 
Sus microconidias, son esporas unicelulares, abundantes en el micelio aéreo (el 
cual se presenta como cabezas falsas), son ovales, elípticas o en forma de riñón y 
por lo general no presentan septas.  
 
Sus clamidosporas, son esporas formadas a partir de la condensación de células 
de las hifas o de las macroconidias y se caracterizan por poseer paredes bastante 
gruesas, los que las hace muy resistentes a condiciones ambientales 
desfavorables o a la ausencia de plantas hospedantes. Son lisas o rugosas 
amuralladas (con pared), se forman rápidamente y en abundancia (de 2 a 4 
semanas en “Carnation Leaf-piece Agar”) para la mayoría de los aislamientos, 
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pero en algunos casos los pueden formar lentamente. Usualmente se forman 
solas o en pares, pero también pueden ser halladas en “clusters” (agrupaciones) o 
en cadenas cortas. Pueden ser terminales o intercalares en las hifas aéreas, 
sumergidas o superficiales y son las principales responsables de la sobrevivencia 
del moho en tejidos muertos de plantas hospedantes o en el suelo.    
 
En en la tabla N° 3 se muestra las características de las colonias de Fusarium 
oxysporum en diferentes medios de cultivo, los cuales han sido descritos por 
Pitt195 y col. (2009) y en la figura N° 1 se muestra una foto con las características 
morfológicas de Fusarium oxysporum. 
 
 
 
 
 
 
Tabla N° 3. Características de crecimiento de Fusarium oxysporum en medios de cultivo 
Tomado de Pitt JI, Hocking AD
195
. Chapter 5: Primary Keys and Miscellaneous Fungi. In: Pitt JI, Hocking AD, editors. Fungi and Food 
Spoilage. Third edition. New York: Springer Science + Business Media, LCC; 2009. p. 53-143. 
Medio de 
cultivo 
Diámetro de colonia 
( mm) 
Características  
del micelio 
Otras características  
de importancia 
CYA 
(Czapek Yeast 
Extract Agar) 
50 – 70 mm, algunas 
veces cubren el total 
de la placa Petri.  
Micelio flocoso de color blanco a grisáceo 
y en el reverso es de pálido a gris verde 
pálido. 
- 
MEA  
(Malt Extract 
Agar) 
65 – 70 mm, a 
menudo cubriendo el 
total de la placa Petri. 
Micelio flocoso de color blanco a magenta 
grisáceo pálido y en el reverso de 
magenta grisáceo a morado oscuro, a 
menudo más pálido en los bordes. 
- 
G25N 
(25 % Glycerol 
Nitrate Agar) 
12 – 16 mm, 
ocasionalmente 
grandes. 
- 
A 5 °C hay germinación 
con formación de micro 
colonias.  
A 37 °C no hay 
crecimiento o las colonias 
crecen máximo a 5 mm. 
PDA 
(Potato Dextrose 
Agar) 
25 – 40 mm, a 
temperaturas de 25 
°C y 30 °C, después 
de 3 días. 
Colonias con micelios blancos, palo 
salmón o palo malva, algunas veces 
denso y flocoso. En el reverso es palo 
salmón, a menudo malva centralmente, 
algunas veces magenta oscuro, violeta o 
magenta grisáceo. 
A menudo con esporodoquio 
en una masa central y 
algunas veces en uno o 2 
pobremente anillos 
concéntricos definidos.  
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Figura N° 1. Características macroscópicas y microscópicas de Fusarium oxysporum.  
Tomado de: Tran-Dinh N, Hocking A, Charley N. Fusarium oxysporum as a spoilage agent of ready-to-drink beverages. In: 8
th
 International 
Mycological Congress; 2006 August 20-25; Cairns, Australia
12
. 
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Fusarium oxysporum es responsable por un gran número de enfermedades en 
plantas, usualmente envolviendo un síndrome de marchitez vascular. La mayoría 
de los aislados causantes de éste síndrome son cepas específicas que infectan 
solo un pequeño número de plantas hospederas y que son diferenciadas sobre la 
base de patogenicidad como formas especiales196. Por lo anteriormente dicho y a 
través del tiempo, se ha comprobado que Fusarium oxysporum es un agente 
patogénico en plantas. Así por ejemplo en Colombia se registraron epidemias muy 
severas en la zona bananera del Magdalena, también en las zonas productoras de 
pepino cohombro en los departamentos de Cundinamarca y del Valle del Cauca y 
en los cultivos de clavel para exportación en la Sabana de Bogotá197, mientras que 
en la región Mid Murray de Sudáfrica, este hongo es causante de enfermedades 
en cebollas198. Adicionalmente, estudios de investigación en Nigeria199 han 
demostrado que también está presente en tomates, causando su deterioro.  
 
Recientemente, en los últimos años, se han reportado casos de deterioro 
causados por Fusarium oxysporum en: jugos y leches saborizadas UHT 
empacadas asépticamente (Australia), bebidas lácteas en Nueva Zelanda y en 
otros lugares como Singapur, Sudáfrica, Estados Unidos y Europa12,185. Este moho 
puede causar en unas pocas semanas un olor similar al de los quesos azules en 
leches UHT pudiendo producir gas y a menudo es detectado cuando los 
empaques comienzan a hincharse. Puede ingresar a los empaques de leche UHT 
a través del aire contaminado en la máquina de llenado y una vez dentro es muy 
difícil eliminarlo200.  
 
2.3.2. Fuentes de contaminación – Ecología 
 
Fusarium oxysporum ha sido aislado en agua de bebida152 y está ampliamente 
distribuido en el ambiente, pudiendo ocasionar daños en diferentes tubérculos 
(camotes, papas), frutas (melones, tomates, bananas, cítricos, piñas), cereales 
(maíz, arroz), vegetales (espárragos) y otros misceláneos (cacao, quesos, palmas, 
soya, pecanas, bebidas pasteurizadas y otros)195. Se ha aislado también en 
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ambientes de fabricación de productos lácteos201 (yogurt) y de partes de máquinas 
de proceso incluyendo las empaquetaduras, sellos12 y toberas rociadoras de agua 
del túnel de enfriamiento usado en el proceso de bebidas isotónicas llenadas en 
caliente. Existen también reportes que se ha aislado de alimentos completos para 
su uso en hospitales y en alimentos pasteurizados202.  
 
2.3.3. Factores que afectan su crecimiento 
 
Pitt195 y col. (2009), han reportado que su temperatura óptima de crecimiento está 
entre 25 °C y 30 °C, con un mínimo de 5 °C y un máximo de 37 °C. Con respecto 
al pH, es capaz de crecer en un amplio rango (entre 2.2 a 9.0), con un pH óptimo 
de 7.7.  
 
Atmósferas de 20 – 40 % de CO2 con 1 ó 5 % de O2, reducen el ratio de 
crecimiento de la colonia de Fusarium oxysporum y su contenido de ergosterol en 
un 40 % – 50 % y 80% – 90 % respectivamente203, lo que indica que éste 
microorganismo es capaz de crecer en ambientes anaeróbicos204, sobreviviendo 
en bebidas carbonatadas205, tolerando bajos niveles de oxígeno12 (< 1%) y 
elevadas concentraciones de CO2, creciendo débilmente en 99 % de CO2. Sin 
embargo, el bicarbonato de sodio o de potasio, es capaz de reducir el crecimiento 
miceliar de Fusarium oxysporum, afectando su ratio de crecimiento206.  
 
El amonio provoca un rápido descenso del pH extracelular en Fusarium 
oxysporum reprimiendo sus funciones de virulencia en las plantas. Esto fue 
demostrado cuando plantas de tomate suplementadas con amonio durante la 
infección con F. oxysporum mostraron una reducción significativa de los síntomas 
de marchitez vascular en comparación con plantas suplementadas con nitrato207.  
Con respecto a la actividad de agua, estudios han demostrado que Fusarium 
oxysporum es capaz de crecer en el medio Agar Papa Dextrosa (PDA) a 25 ºC y 
15 °C entre 0,90 - 0,995 y entre 0,95 - 0,995 de actividad de agua (aw) 
respectivamente208, siendo el crecimiento máximo cuando la aw fue de 0,995 y la 
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temperatura de 25 ºC. Por otro lado, también se ha reportado que la aw mínima 
para su crecimiento es de 0,89 a 20 °C, después de un tiempo de germinación de 
2 meses195.  
 
2.3.4. Deterioro de bebidas pasteurizadas 
 
Desde el año 2001, en Australia y Nueva Zelanda, se han reportado casos de 
contaminación por Fusarium oxysporum en bebidas de frutas, con soya y lácteas 
tratadas térmicamente y llenadas de forma aséptica.  Problemas similares se 
dieron en Europa, Asia y Norte América, donde este microorganismo colonizó el 
área aséptica del equipo de envasado, siendo muy difícil su eliminación185,195.  
 
En bebidas que son producidas usando la tecnología de llenado en caliente, la 
contaminación se focaliza en las fallas durante la producción (pre pasteurización, 
proceso térmico, post pasteurización y sistema de tapado) y en las fallas con los 
ingredientes y empaques209. Adicionalemente, se ha demostrado que Fusarium 
oxysporum es inactivado a 63 °C x 45 segundos (solución de pH = 4.2 y °Brix = 
10), temperaturas y tiempos mucho menores de los cuales la industria de bebidas 
usa en los procesos de pasteurización o UHT (“Ultra High Temperature”)12. Por 
ello, y debido a su capacidad de crecer a bajas tensiones de oxígeno, el deterioro 
de bebidas pasteurizadas causado por este microorganismo se focaliza en las 
etapas post pasteurización, principalmente en la etapa de tapado y en el enfriado 
de botellas, que es donde se termina de crear el vacío. 
 
2.3.5. Episodio de contaminación de bebidas isotónicas en el Perú 
 
En el año 2009, en una planta de fabricación de bebidas no carbonatadas ubicada 
en el Callao, sucedió un problema de deterioro relacionado con mohos en 
diferentes lotes y sabores de bebidas isotónicas comercializadas en el Perú. La 
característica principal de deterioro en las bebidas fue la presencia de hifas 
visibles en suspensión (data no publicada).  
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De los lotes afectados se seleccionaron 6 unidades con presencia de 
contaminación visible (hifas), de diferentes sabores (manzana, lima limón y 
mandarina), las cuales fueron enviadas al laboratorio BCN Research Laboratories, 
Inc., ubicado en los Estados Unidos, para su aislamiento e identificación, bajo la 
dirección de la PhD. Emilia Rico.  
 
Los resultados de la tabla N° 4 que se muestra a continuación, han sido tomados 
del Sample Analysis Report N° 09-081701 emitido el 01/09/09 por el BCN 
Research Laboratories, Inc., y muestra la identificación de Fusarium oxysporum en 
diferentes sabores de bebidas isotónicas, confirmando a este moho como el 
agente responsable de esta contaminación.  
 
Tabla N° 4. Identificación de Fusarium oxysporum en bebidas isotónicas 
 
Código  Descripción de la muestra Identificación del cultivo 
81773 
Bebida isotónica sabor Apple  
VENCE 17ENE10 SI17D09A 15:09 
Fusarium oxysporum 
81774 
Bebida isotónica sabor Lima Limón  
VENCE 15ENE10 SI15D09A 14:13 
Crecimiento no detectado 
81775 
Bebida isotónica sabor Lima Limón   
VENCE 15ENE10 SI15D09A 12:49 
Crecimiento no detectado 
81776 
Bebida isotónica sabor Lima Limón   
VENCE 15ENE10 SI15D09A 13:50 
Fusarium oxysporum 
81777 
Bebida isotónica sabor Mandarina  
VENCE 27MAR10 SI27F09A 16:48 
Fusarium oxysporum 
81778 
Bebida isotónica sabor Mandarina 
VENCE 27MAR10 SI27F09A 18:24 
Fusarium oxysporum 
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2.3.6. Prevención y control 
 
Una de las formas de controlar el crecimiento de Fusarium oxysporum es 
centrándose en los factores extrínsecos, tal es así que al estar en ambientes con 
80 % de CO2 – 20 % de N2 o con 60 % CO2 – 40 % N2 la germinación de este 
moho se inhibe completamente210. Otra forma es limitando su crecimiento con 
factores intrínsecos, por ejemplo usando ácidos grasos como el ácido láurico, que 
inhibe el crecimiento de F. oxysporum hasta por 30 días cuando es aplicado en 
concentraciones de 20 ppm en medio PDA211 o usando el eugenol (el mayor 
componente fenólico del aceite de clavo) como antifúngico. Campaniello y col. 
(2010), encontraron que altas concentraciones de eugenol (150 ppm) mostraron 
actividad fungicida contra Fusarium oxysporum212, mejorando su inhibición cuando 
se combina 100 ppm de eugenol213 con un pH de 2.5. También el benzoato de 
sodio a concentraciones de 200 y 400 mg/L decrecieron 3 log ufc/mL de esporas 
viables de Fusarium oxysporum en jugo de piña, después de 1 día de 
almacenamiento; mientras que en la misma matriz, concentraciones de extractos 
cítricos de 1500 y 2000 mg/L redujeron 1.14 y 2.92 log ufc/mL de esporas 
respectivamente cuando se sometió al mismo tiempo de almacenamiento214.  
 
Hay que tener muy en cuenta también los factores implícitos, ya que es otra forma 
de control sobre todo en plantas, por ejemplo usando Penicillium oxalicum para 
causar antagonismo215, ya que es un moho que posee mayor habilidad para 
competir y dominar cuando las condiciones de aw no son las óptimas para su 
crecimiento, siendo esta circunstancia la que le permitirá controlar a las cepas de 
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli 
cuando la temperatura es de 25 ºC y las condiciones de aw no superen el valor de 
0,95.  
 
Las conidias de Fusarium oxysporum presentan limitada resistencia al calor 
húmedo (63 °C x 45 segundos) y al calor seco12 (98 °C x 60 segundos), por ello la 
pasteurización en bebidas no carbonatadas aplicada por las industrias pueden 
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eliminar sus conidias y formas vegetativas, sin embargo cuando se encuentran en 
forma de esporas éstas se activan con el calor ocasionando la germinación, 
pudiendo desarrollarse en la bebida (como micelio visible) si tiene las condiciones 
adecuadas. 
 
Formas de control alternativo al tratamiento térmico, son las tecnologías no 
térmicas como la Alta Presión, cuyo proceso es efectivo para la inactivación de 
microorganismos patógenos, levaduras, conidias y micelios fúngicos. La eficacia 
de este proceso, que depende de la combinación de la presión, tiempo y 
temperatura usados para cada microorganismo “diana”216, hace que sea 
importante en el control de Fusarium oxysporum. Así, ensayos con esta tecnología 
han demostrado que una suspensión mixta de 2.5 x 107 ufc/mL de conidias y 
clamidoconidias de Fusarium oxysporum fueron reducidas a 1.4 x 102 ufc/mL 
después de 15 segundos a 400 MPa (Megapascal) y con una combinación de 30 
segundos a 400 MPa no hubo sobrevientes detectados217. Al aplicar esta 
tecnología hay que tener en cuenta el efecto baroprotector que tienen los solutos 
como sacarosa, glicerol o NaCl sobre la inactivación de las conidias de Fusarium 
oxysporum218, por ejemplo las soluciones de sacarosa con 20, 40 y 50 °Brix no 
ejercen protección contra los tratamientos de presión a 600 MPa por 60 segundos, 
mientras que en soluciones de 60 °Brix solo  reducciones de 1 log y menos que 2 
log se consiguen después de aplicar 600 MPa por 120 y 180 segundos 
respectivamente, demostrando que la inactivación es más rápida a menores 
concentraciones de sacarosa. Sin embargo el mejor baroprotector para Fusarium 
oxysporum de los 3 solutos mencionados anteriormente es el NaCl a una aw de 
0,903.   
 
La Homogenización por Alta Presión, otra tecnología no térmica, ha demostrado 
ser capaz de inactivar varios tipos de mohos sin pérdida significativa de la calidad 
del producto, dando al mismo tiempo estabilidad y prolongada vida útil. 
Inactivaciones de 5.84 log ufc/mL de conidias de Fusarium oxysporum son 
conseguidas con una aplicación de esta tecnología a 120 MPa en 3 pasos “multi 
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procesos” sobre Tween 80 (0.05 %), a 150 MPa en 2 pasos en jugo de tomate 
(pH= 4.23, 12 °Brix y viscosidad entre 42-48 P) y a 150 MPa en 3 pasos en jugo 
de tomate diluído (pH= 4.21, 4.5 °Brix y viscosidad entre 5.5-9.6 P)219. Ensayos de 
inactivación de esporas de Fusarium oxysporum en jugo de piña usando la 
homogenización por alta presión, lograron eliminar una carga de 4.53 log ufc/mL 
con 3 tratamientos multipasos de 120 MPa, y cuando se combinó tratamientos de 
1 paso a 120 MPa con benzoato de sodio (100 mg/L) o con extractos cítricos 
(2000 mg/L) mejoraron fuertemente el efecto fungicida debido a que entre ellos se 
ejerce un efecto sinérgico214.  
 
El ultrasonido junto a componentes antimicrobianos tales como extractos cítricos o 
benzoato de sodio, han demostrado ser efectivos en el control de Fusarium 
oxysporum en jugo de naranja220. Esta tecnología no térmica, es definida como 
ondas de presión a una frecuencia mínima de 20 kHz, requiriendo de un medio 
líquido y de una fuente de vibraciones de alta energía (ultrasonido). Los efectos 
antimicrobianos de esta tecnología dependen de la amplitud de la onda, de la 
temperatura, de la duración del tratamiento, del volumen y de la composición del 
alimento. Tratamientos de 40 % de energía acústica por 10 minutos con pulsos de 
2 y 10 segundos logran reducir las esporas de F. oxysporum hasta un nivel de 
2.80 y 2.27 log ufc/mL en agua destilada, a partir de una concentración inicial de 
5.28 log ufc/mL. Por otro lado, la posibilidad de prolongar la vida útil de jugos de 
naranja es alta cuando se aplican tratamientos combinados de ultrasonido y 
antimicrobianos, logrando controlar el crecimiento de Fusarium oxysporum a 
través de una reducción de 5 log ufc/mL después de 2 días cuando se usa 
benzoato de sodio y después de 14 días para el caso de los extractos cítricos. 
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2.4. Microbiología Predictiva 
 
2.4.1. Concepto e historia de la microbiología predictiva 
 
La microbiología predictiva puede ser considerada como la aplicación de la 
investigación interesada con la ecología microbiana cuantitativa de los alimentos. 
Está basada sobre la premisa de que las respuestas de las poblaciones 
microbianas a los factores ambientales son reproducibles y que caracterizando los 
ambientes en términos de esos factores que afectan mayormente el crecimiento y 
la sobrevivencia microbiana, de observaciones pasadas es posible predecir las 
respuestas de esos microorganismos en otros ambientes similares. Este 
conocimiento puede ser descrito y resumido en modelos matemáticos que pueden 
ser usados para predecir cuantitativamente el comportamiento de las poblaciones 
microbianas en los alimentos13.  
 
Roberts221 (1995), indica que en la mayoría de casos, el crecimiento microbiano es 
mayormente determinado por un número de factores tales como el pH, actividad 
de agua, temperatura, atmósfera y ácidos orgánicos y es en estos factores donde 
el modelamiento debe ser aplicado.  
 
La aplicación de modelos matemáticos para describir el comportamiento de los 
microorganismos tiene sus orígenes en la década de 1920, con los cálculos en los 
procesos térmicos, para obtener el tiempo de muerte térmica (TDT), el tiempo de 
reducción decimal (valor D), y del coeficiente térmico, asegurando la eliminación 
del riesgo de intoxicación por Clostridium botulinum en alimentos222. McMeekin223 
y col. (2007), mencionaron que el concepto amplio de microbiología predictiva 
parece haber sido enunciado primero por Scott en 1937, quienes anunciaron el 
potencial de predecir el deterioro microbiano en carnes y el potencial para predecir 
el crecimiento de patógenos sobre canales. Por otro lado, Ross y col. (1994) 
indicaron que la microbiología predictiva de alimentos parece haber sido generada 
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a partir de 2 líneas de investigación: el control del deterioro de pescados y la 
prevención de botulismo y otras intoxicaciones microbianas224.   
 
El incremento de episodios de enfermedades de origen alimentario durante la 
década de 1980 y la necesidad de los microbiólogos de alimentos de tener 
técnicas de análisis más rápidas y menos costosas, contribuyeron al desarrollo e 
interés por la microbiología predictiva como un campo de estudio organizado225. 
Adicionalmente Buchanan (1992) puntualizó que el acceso a las computadoras 
también permitió que esta disciplina se desarrolle de manera más rápida226.  
 
Por ello, la microbiología predictiva atrajo considerablemente el interés de 
investigadores y de agencias gubernamentales de los Estados Unidos, el Reino 
Unido, Australia y Europa, originando proyectos de investigación internacionales 
para el control de calidad e inocuidad alimentaria. Así, por ejemplo, el MAFF 
(Ministry of Agriculture, Fisheries and Food) del Reino Unido, inició un programa 
de 5 años coordinado a nivel nacional, basado en la investigación del crecimiento 
y sobrevivencia de microorganismos en alimentos, con el objetivo de desarrollar 
una base de datos computarizada de microbiología predictiva. Este programa fue 
desarrollado involucrando microbiólogos y matemáticos del Norwich and Reading 
Laboratories del Institute of Food Research, de la CFDRA (Campden Food and 
Drink Research Association), del Flour Milling and Baking Research Association, 
de la Leatherhead Food Research Association y de la Torry Research Station, 
juntamente con Unilever Research y las Universidades de Surrey, Bath y Wales 
College of Cardiff. El resultado se dió en Octubre de 1992, con el desarrollo del 
software Food MicroModel, el cual a diferencia del Pathogen Modeling Program 
(PMP) muestra que la validación de los modelos predictivos estaba hecha en 
alimentos y no en medios de cultivo227.  
 
Actualmente, existen diversos “software” de microbiología predictiva originados en 
diversas partes del mundo, con el fin de conectar de manera fácil y amigable al 
usuario, principalmente a la industria de alimentos con el modelamiento predictivo. 
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2.4.2. Aplicaciones de la microbiología predictiva 
 
Las aplicaciones de la microbiología predictiva son diversas, y sirven de ayuda 
tanto a la industria de alimentos como a los entes gubernamentales, instituciones 
de investigación y de enseñanza. A continuación, mencionaremos las principales 
aplicaciones: 
 
En la determinación de la vida útil, por ejemplo en un estudio realizado en 
salchichas frescas de aves a diferentes temperaturas de almacenamiento228, 
dando como resultado 2.54 días a 7 °C y 36 días a 1 °C, alcanzando un conteo de 
6.69 log ufc/g de microorganismos aerobios mesófilos, considerado como límite 
máximo, a partir de una carga inicial de 5.17 log ufc/g. Gracias a la aplicación de la 
ecuación de Arrhenius, se pudo extender la vida útil de un postre a base de crema 
de leche pasteurizada sabor vainilla, cuando se evaluó en dos escenarios de 
almacenamiento con temperaturas de refrigeración comúnmente usados: cuando 
el producto se preserva en el supermercado (mejor escenario) y cuando se 
preserva en la parte alta de las refrigeradoras domésticas. Usando como 
microorganismo “diana” a Bacillus cereus (organismo específico de deterioro de la 
crema pasteurizada), se determinó que el promedio de la vida útil en condiciones 
de temperaturas de 5.8 +/- 2.6 °C (en supermercados) fue de 269 días, mientras 
que a 7.6 +/- 3.1 °C (refrigeradoras domésticas) fue de 163 días. En ambos 
escenarios, se comprobó que la vida útil superaba los 30 días que los industriales 
le habían establecido al producto de crema pasteurizado229. Por otro lado, existen 
todavía oportunidades de mejoras en los modelos predictivos para su aplicación 
en las cremas pasteleras preparadas en polvos (fríos y calientes) y las listas para 
usar, ya que aún no existen modelos disponibles para estas matrices230.  
 
En la investigación de brotes epidemiológicos, por ejemplo Dinamarca usó el 
“Combase Predictor” para determinar si Yersinia enterocolitica pudo haber 
sobrevivido o incluso mutiplicado, durante la producción de una salchicha 
fermentada semiseca orgánica. Este microorganismo estuvo implicado junto a un 
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brote de 20 casos de Escherichia coli O26:H11 en el año 2007, el cual afectó a 
niños con edades entre 2 a 3 años. El modelo determinístico desarrollado, predijo 
que el nivel de Y. enterocolitica se incrementaría en 2.3, 4.2 y 7.8 log durante las 
fases de fermentación, secado y almacenamiento respectivamente231.  
 
En la determinación de los Puntos de Control Crítico (PCC) en un plan 
HACCP, por ejemplo un proceso de blanqueado a 60 °C por 5 minutos de un 
determinado producto (pH = 5.2, % NaCl = 1.0), que reduce 2.4 log del peligro 
microbiológico Escherichia coli O157:H7, no puede ser considerado un PCC si 
existe una etapa posterior en el que se elimine completamente este patógeno, y 
por el contrario sería considerado un PCC, si fuera la última etapa en la 
producción capaz de reducir carga microbiana, esto es aplicando la premisa que 
cuando una condición de proceso lleva a un estándar requerido de un peligro 
microbiológico, el proceso debe ser considerado un PCC. En el último caso los 
parámetros de tiempo y temperatura del blanqueado deben ser re evaluados para 
conseguir una eliminación del patógeno232.  
 
En el establecimiento de los límites críticos en un plan HACCP, por ejemplo 
cuando se determinó que en el zumo de tomate tratado por altas presiones era 
necesario una conjugación de 300 MPa por 12 minutos, 400 MPa por 1.7 minutos 
ó 500 MPa por 0.24 minutos, con la finalidad de eliminar la presencia de Listeria 
monocytogenes a partir de una carga inicial de 103 ufc/g. Del mismo modo se 
determinó que para eliminar la misma carga inicial de este patógeno, una 
conjugación de 400 MPa por 182 minutos, 500 MPa por 22 minutos ó 600 MPa por 
2.7 minutos, era necesario ser aplicada al jamón cocido cuando se deseaba 
obtener una vida comercial prolongada de 70 días233.  
 
En la toma de decisiones sobre un producto que excedió los límites críticos 
en un plan HACCP, por ejemplo en quesos cremas234, demostrando que al 
aumentar la temperatura sobre todo en situaciones de abuso térmico (15 y 22 °C), 
la flora ácido láctica que no se ve afectada por el descenso del pH, incrementa su 
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población por tener una temperatura más propicia y por lo tanto aumenta su poder 
biopreservante reduciendo la posibilidad de crecimiento del patógeno 
Staphylococcus aureus.  
 
El modelamiento predictivo fue satisfactoriamente aplicado por los operadores de 
una planta de cárnicos en Australia235, tras haber pasado por el ciclón tropical 
“Yasi” en febrero del 2011 (el más intenso del continente Australiano en los últimos 
100 años), evitando grandes pérdidas económicas y el desabastecimiento en el 
mercado de carnes deshuesadas empacadas en cartón bajo refrigeración. La 
planta tras este desastre natural quedó sin suministro de electricidad, ocasionando 
que los productos se queden sin refrigeración por varias horas, comprometiendo la 
inocuidad de los mismos. Usando el RI (Indice de Refrigeración, criterio para la 
aceptabilidad de un producto cárnico en Australia) y los “data loggers”, el equipo 
de Aseguramiento de la Calidad de la planta pudo demostrar a la autoridad 
sanitaria que los productos cárnicos que se encontraban en las cámaras de 
refrigeración, eran microbiológicamente seguros para el consumo, pero 
considerando una reducción de la vida útil. De esta forma la compañía evitó una 
pérdida económica de US $ 500 000.  
 
En el desarrollo de productos nuevos, por ejemplo cuando se decidió extender 
la vida comercial de productos cárnicos cocidos mediante tratamientos de 
inactivación post loncheado236. Para ello, se usaron atmósferas modificadas, una 
con mezclas de CO2 y Argón, y otra con CO2 y Nitrógeno, resultando en un menor 
crecimiento de bacterias mesófilas y ácido lácticas, con una mayor preferencia por 
parte de los evaluadores sensoriales y una extensión de vida útil de estos 
productos hasta 120 días. O cuando las fórmulas de la mortadela y del chorizo de 
cerdo ahumado fueron cambiadas porque no cumplían el tiempo de vida útil 
indicado por el fabricante. Estudios previos demostraron que la mortadela a una 
temperatura de 30 °C duraba solamente 40 días en vez de 60 días y que el 
chorizo de cerdo ahumado a una temperatura de 10 °C duraba 45 días, la mitad 
del tiempo declarado por la industria. Con la ayuda de los modelos Gompertz 
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modificado y Logístico, se determinó que los factores que más influenciaban el 
crecimiento de las bacterias ácido lácticas (Lactobacillus sakey y Lactobacillus 
plantarum) fueron  las concentraciones de lactato, polifosfato y sal, por ello se 
procedió a la reformulación de los productos obteniendo para la mortadela un 
conteo total de 107 ufc/g durante 60 días de almacenamiento y para el chorizo de 
cerdo ahumado se consiguió un aumento de 20 días en la vida útil237.  
 
En la evaluación de riesgos microbiológicos cuantitativos, permitiendo 
estimar el número de patógenos en los alimentos (sobre todo en el punto de 
consumo), basados en los niveles conocidos en el punto de partida de la 
evaluación de riesgos y las condiciones durante el procesamiento, 
almacenamiento y distribución238. La evaluación microbiológica cuantitativa de 
riesgos requiere de expresiones matemáticas para describir los cambios en los 
diferentes eventos en la historia del producto. Por ello, la microbiología predictiva 
es una herramienta muy útil en la evaluación de la exposición, ya que involucra el 
desarrollo de modelos matemáticos del crecimiento, muerte y supervivencia de los 
microorganismos en función de los parámetros físico-químicos del ambiente y del 
alimento. Estos modelos pueden constituir sub-modelos dentro de un modelo 
global de evaluación de la exposición, pudiendo contribuir a evaluar diferentes 
escenarios de procesamiento y de almacenamiento del alimento, jugando un rol 
importante sobre todo cuando no existen datos suficientes para la evaluación239. 
Un ejemplo claro de esta aplicación es cuando Zwietering240 y col. (1996), 
aplicaron los modelos de la microbiología predictiva para estimar el número de 
Bacillus cereus en leche pasteurizada en el punto de consumo.  
 
En la educación y enseñanza, ya que los modelos pueden explicar el 
comportamiento microbiano a personas no técnicas. La generación de gráficos o 
estimados de tiempo para re-alcanzar poblaciones críticas, pueden 
dramáticamente ilustrar la importancia de los puntos de control crítico (PCC), o la 
importancia de obtener materias primas con bajos conteos microbianos. Los 
modelos son de utilidad en la enseñanza de la microbiología de alimentos241 por 
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su capacidad de ilustrar rápidamente los efectos de las condiciones ambientales 
sobre el comportamiento microbiano.  
 
2.4.3. Etapas en el desarrollo de un modelo predictivo 
 
De acuerdo con Nakashima y col.242 (2000), el desarrollo de un modelo predictivo 
para su uso en la microbiología de alimentos, debe considerar las siguientes 
etapas: planificación, colecta de datos y análisis, descripción matemática, 
validación y manutención: 
 
Planificación: Se deben definir claramente las características relacionadas a las 
variables dependientes (densidad de población bacteriana, producción de 
metabolitos secundarios, etc), a las variables independientes (pH, actividad de 
agua, atmósfera, temperatura, etc.), al inóculo (definiendo que tipo y cantidad de 
microorganismo será inoculado y bajo qué condiciones) y al modelo experimental 
(eligiendo si se usará un medio de cultivo de laboratorio o el mismo alimento, 
siendo este último el más recomendado). Un especial cuidado hay que tener con 
el tamaño del inóculo, el cual afecta la cinética de crecimiento, así lo demuestra un 
estudio realizado sobre la germinación de esporas de Clostridium botulinum, 
dando como resultado que cuando el inóculo incrementa de 1 a 100 
esporas/muestra, el porcentaje de muestras con crecimiento positivo se 
incrementa y el tiempo a la detección decrece243. También al momento de elegir 
un modelo, tiene que tenerse en cuenta la estructura del alimento244, ya que 
afectará directamente la distribución del microorganismo.  
 
Colecta de datos y análisis: Basados en las fases de la curva de crecimiento 
microbiano, se debe definir claramente donde se trabajará para la recolección de 
datos, eligiendo la fase lag llamada también de latencia, donde las células 
microbianas ajustan la fisiología y bioquímica para que puedan ser capaces de 
explorar el ambiente donde se encuentran, la fase exponencial llamada también 
como fase de crecimiento balanceado, todo metabolismo está dirigido a la 
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reproducción, la fase estacionaria donde la muerte celular es debida al acúmulo de 
metabolitos tóxicos en el medio de crecimiento y la velocidad de la muerte celular 
es equivalente a la velocidad de crecimiento o la fase de muerte o declínio donde 
hay mayor acúmulo de metabolitos tóxicos, determinando una velocidad de muerte 
celular. La fase lag y la exponencial son de mucha importancia en la microbiología 
de alimentos, porque para la mayoría de alimentos el deterioro ocurre antes de 
que los microrganismos lleguen a la fase estacionaria. A mayor fase lag, mayor 
será el tiempo de vida útil de un producto y a mayor velocidad de crecimiento en la 
fase exponencial, el tiempo de vida útil se acortará. 
 
Descripción matemática: El escoger una determinada función para describir una 
determinada respuesta es netamente estadístico, por otro lado el ajuste de dicha 
función es algebraico, y consiste en la determinación de los valores de parámetros 
que mejor ajustan el modelo escogido al conjunto de datos colectados. 
 
Validación: Los valores obtenidos en la práctica deben ser comparados contra los 
valores predecidos por el modelo, esto debe ser repetido en varios puntos de la 
curva. Existen diversas maneras de hacerlo, por ejemplo mediante 
representaciones gráficas de los datos, o por técnicas de análisis estadístico 
(correlación múltiple, error cuadrado medio, desviación estándar de los residuales, 
factor bias y factor exactitud, entre otros)245.  
 
Mantenimiento: Una vez que el modelo ha sido validado e implementado en la 
práctica, es necesario definir un procedimiento para mantener el modelo y 
reconocer cuando éste se encuentra obsoleto. Es recomendado que el modelo 
debe ser periódicamente verificado por métodos estadísticos y cartas de control de 
calidad estándar246.  
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2.4.4. Modelos predictivos para estudio y evaluación de la calidad total de los 
alimentos y bebidas 
 
De acuerdo con Legan247 (2007), los modelos predictivos pueden clasificarse de 
manera simple en función a la respuesta que ellos intentan darnos (crecimiento 
microbiano, sobrevivencia o muerte).  Entre ellos, tenemos los modelos cinéticos 
de crecimiento microbiano que son construídos usando curvas de crecimiento 
medidas sobre un rango de condiciones, y se usan para predecir ratios de 
crecimiento, tiempo para alcanzar una cantidad crítica de crecimiento o incluso 
una curva de crecimiento total; los modelos de límites de crecimiento los cuales 
son construídos a partir de mediciones cualitativas o cuantitativas de crecimiento 
sobre el tiempo, y pueden ser usados para identificar nuevas condiciones que 
prevengan el crecimiento de un determinado microorganismo; los modelos 
probabilísticos que son construídos a partir de la proporción de las respuestas de 
crecimiento y no crecimiento de un determinado microorganismo a través de un 
diseño experimental a un punto definido en el tiempo y nos ayudan a predecir la 
probabilidad de ocurrencia de crecimiento de un microorganismo a un punto 
definido en el tiempo para otras condiciones dentro de la matriz de diseño 
experimental; los modelos cinéticos de muerte que son construídos de curvas de 
muerte bajo condiciones de interés y pueden ser usados para predecir la cantidad 
de muerte de un microrganismo durante un tratamiento letal o incluso predecir una 
curva de muerte entera; los modelos de inactivación en el tiempo los cuales son 
construídos sobre respuestas cualitativas de muerte y no muerte para un 
determinado microorganismo y son capaces de predecir el tiempo hasta un punto 
final deseado (comúnmente hasta que no haya sobrevivientes) pero incapaces de 
predecir una curva de muerte total; y los modelos de sobrevivencia que son 
construídos sobre conteos viables medidos en el tiempo bajo condiciones de 
interés, y están relacionados con condiciones transitorias donde cualquiera de las 
2 opciones siguientes puede ocurrir: crecimiento o muerte. A continuación, 
desarrollaremos la clasificación postulada por Whiting y Buchanan248 en 1993, una 
de las más aceptadas para los modelos de la microbiología predictiva:  
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2.4.4.1. Modelos primarios 
 
Los modelos primarios describen las cuatro fases de una típica población 
microbiana: fase lag o período de adaptación, fase exponencial, fase estacionaria 
y fase de muerte. (Figura N° 2). Estos modelos se centran en describir los cambios 
de la población microbiana a través del tiempo, que en aplicaciones prácticas son 
la fase de almacenamiento, procesamiento y/o tratamiento térmico, y estiman los 
parámetros cinéticos como la fase lag (λ), ratio máximo de crecimiento (µ), nivel de 
población máxima y ratio de inactivación249.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N° 2. Representación esquemática de las cuatro fases cinéticas de una 
población microbiana. Donde λ es la fase de latencia, µ es el ratio máximo de 
crecimiento, Nmax es el nivel de población máximo y N0 es la población microbiana 
inicial.  
Tomado de: Pérez-Rodríguez F, Valero A
249
. Chapter 3: Predictive Models: Foundation, Types, and 
Development. In: Pérez-Rodríguez F, Valero A, editors. Predictive Microbiology in Foods. New 
York: Springer; 2013. p. 25-55. 
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El Modelo de Baranyi es uno de los principales modelos primarios más usados en 
el campo de la microbiología predictiva así, por ejemplo, se usó de forma práctica 
para evaluar la sobrevivencia/crecimiento de Listeria monocytogenes en agua de 
coco verde fresca250, una bebida muy preferida en el Brasil, porque tiene una 
mejor característica sensorial a comparación de las que son tratadas 
térmicamente. Estas bebidas son comercializadas frescas, teniendo que ser 
envasadas en botellas plásticas y mantenidas en refrigeración hasta el tiempo de 
su vida útil que en promedio es de 7 días. Con la ayuda del “Pathogen Modelling 
Program” y usando el modelo de Baranyi, Walter250 y col. en el año 2009, lograron 
demostrar que el agua de coco verde fresca es una bebida propicia para el 
crecimiento de este patógeno y que la refrigeración de 10 °C hacia 4°C retardó, 
pero no inhibió el crecimiento de Listeria monocytogenes.  
 
Otros modelos primarios como el de Gompertz y el Logístico son mostrados en 
detalle en el punto 2.4.5.2 del presente trabajo. 
 
2.4.4.2. Modelos secundarios 
 
Los modelos secundarios de la microbiología predictiva son construídos a partir de 
los parámetros estimados del modelamiento primario y son usados para 
caracterizar cuantitativamente esos parámetros en función de los factores 
ambientales incluídos en el diseño experimental251. Una vez construídos los 
modelos secundarios, estos pueden ser usados para predecir la respuesta de los 
microorganismos frente a nuevas combinaciones de las variables ambientales252.  
 
Uno de los modelos secundarios más representativos es el Modelo de la Raíz 
Cuadrada (“Square Root Models”) o también llamado tipo Belehrádek o tipo 
Ratkowsky, el cual viene representado por la siguiente ecuación: 
 
√µ𝑚𝑎𝑥 = 𝑏(𝑇 − 𝑇𝑚𝑖𝑛) 
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Donde T es la temperatura, Tmin es la temperatura mínima teórica que soporta el 
crecimiento, µmax es el ratio máximo de crecimiento y b es un valor constante sin 
significado biológico, que se obtiene de la curva al enfrentar los datos. 
 
Otros modelos importantes son el Modelo del Concepto Gamma, el cual fue usado 
por Zwietering240 y col. para estimar el número de Bacillus cereus en leche 
pasteurizada en el punto de consumo, el Modelo de Parámetro Cardinal elaborado 
por Rosso253 y col. destacado por su simplicidad y por la significancia biológica de 
sus parámetros, los modelos basados en la ecuación de Arrhenius, los Modelos 
Polinomiales, los Modelos de Redes Neuronales Artificiales, los Modelos 
Secundarios de Inactivación y los Modelos de Crecimiento/No crecimiento254 . 
 
2.4.4.3. Modelos terciarios 
 
Los modelos terciarios son expresiones matemáticas, paquetes de software o 
sistemas expertos, que usan la información de los modelos primarios y 
secundarios para calcular y mostrar gráficos, predicciones y comparaciones 
deseadas. En este nivel, el usuario no necesita conocer a profundidad los modelos 
matemáticos primarios y secundarios, lo que permite su uso con facilidad en las 
industrias de alimentos255. Los paquetes de software de la microbiología 
predictiva, basados sobre 2 principales pilares: la base de datos (Bioinformática) y 
los modelos matemáticos (Biomatemática), proveen una interfaz entre el modelo 
matemático y el usuario,  permitiendo que las estimaciones a ser observadas se 
muestren de forma fácil a través de salidas gráficas simplificadas, de esta manera 
los programas informáticos han mejorado marcadamente el uso de los modelos 
microbianos por la industria de alimentos, evaluadores de riesgo y por los 
microbiológos de alimentos256.  
 
Actualmente, en el mercado existen varios programas de microbiología predictiva, 
los cuales pueden ser de acceso libre o restringido. A continuación, 
mencionaremos los principales: 
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El “Pathogen Modeling Program” (PMP), es un programa que fue descrito por 
primera vez por Robert Buchanan257 en el año 1991 y tiene el objetivo de 
determinar las variaciones entre cepas de un patógeno, crear modelos para la fase 
de latencia cuando las condiciones ambientales cambian, modelar el crecimiento y 
supervivencia de microrganismos patógenos de origen alimentario e incorporar 
modelos microbianos en una nueva versión del PMP que pueda modelar 
operaciones de procesamiento y conducir la evaluación de riesgos258, así mismo 
fue desarrollado como un medio para introducir el potencial de la microbiología 
predictiva a la industria de alimentos259. El PMP contiene modelos multivariantes 
basados en el uso de la función de Gompertz en combinación con el análisis de 
superficie de respuesta a la formulación de alimentos y parámetros de 
almacenamiento como temperatura, pH, contenido de NaCl, concentración de 
nitrito de sodio y atmósfera controlada. Actualmente, la versión vigente es la 7.0, 
se encuentra disponible en los idiomas inglés y portugués, lista para descargar en 
la página web http://portal.arserrc.gov/PMP.aspx  y ofrece modelos de crecimiento, 
de sobrevivencia (inactivación no térmica), de inactivación térmica, de 
transferencia y de enfriamiento.  
 
El “ComBase”, es el resultado de los esfuerzos combinados del “Institute of Food 
Research” (Norwich, UK), la “Food Standards Agency” (UK) y el USDA ARS 
Eastern Regional Research Center. Fue lanzado en junio del año 2004 en la 
cuarta conferencia internacional de modelamiento predictivo en alimentos 
realizado en Quimper (Francia), y es un programa de microbiología predictiva 
proveniente de la unión del “Pathogen Modeling Program” (PPM) y del “Food 
MicroModel” (FMM). Actualmente se registran dos tipos de respuestas 
microbianas: curvas totales de crecimiento y sobrevivencia producidas por 
mediciones de conteos viables, y ratios de inactivación y crecimiento específicos, 
derivados de conteos viables u otras medidas como densidad óptica. Este 
programa además de proveer un acceso a los datos en bruto con el que los 
modelos fueron generados, satisface dos requerimientos importantes: la 
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uniformidad del sistema en unidades físicas, químicas y biológicas asociadas a 
una terminología para facilitar las comparaciones entre set de datos, y proporciona 
una conformidad en la información de la microbiología predictiva mediante 
procedimientos de control de calidad, ya que sin esta conformidad cualquier 
intento de compilar datos de varias fuentes se traduciría en un vaciado de datos 
en lugar de una base de datos estructurada. Por lo tanto, este programa provee un 
registro permanente de los datos y diseños experimentales, incrementa la 
eficiencia de los análisis de datos, permite una mayor difusión de los datos entre 
los usuarios finales, mejora la identificación de las limitaciones de los modelos, y 
facilita la aplicación de nuevas técnicas de modelamiento260. Los microorganismos 
que pueden ser evaluados en el “ComBase” son los alterantes como Brochothrix 
thermosphacta, Pseudomonas psicrotróficas, bacterias ácido lácticas, 
enterobacterias, entre otros, y los patógenos como Aeromonas hydrophila / sobria 
/ caviae, Bacillus cereus (esporas y células vegetativas), Clostridium botulinum, 
Clostridium perfringens, Escherichia coli O157 y también no patogénicas, Listeria 
monocytogenes / innocua, Staphylococcus aureus, Shigella flexneri, Salmonellae, 
y Yersinia enterocolitica261.  
 
El “Seafood Spoilage Predictor” (SSP), fue creado por el “Danish Institute of 
Fisheries Research”, bajo la dirección del Dr. Paw Dalgaard262 y nació para 
predecir e ilustrar el efecto de la temperatura (constante y fluctuante) sobre el 
crecimiento de los organismos deterioradores específicos responsables por el 
deterioro de los alimentos de origen marino. La versión 1.1 contenía 2 modelos 
cinéticos: uno para el crecimiento de Shewanella putrefaciens (en el rango de 
aplicación de 0 a 10 °C) y otro para Photobacterium phosphoreum (en el rango de 
0 a 15 °C y con niveles de dióxido de carbono de 0 a 100 %). Adicionalmente, el 
SSP, contenía 2 modelos empíricos de ratios relativos al deterioro para predecir la 
vida útil a diferentes temperaturas de almacenamiento, los cuales incluían el 
modelo de la raíz cuadrada (“square root”) y el modelo exponencial. Actualmente, 
la versión vigente del ahora llamado “Seafood Spoilage and Safety Predictor” 
(SSSP) es la 3.1 y se encuentra disponible de manera gratuita en la página web  
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http://sssp.dtuaqua.dk/download.aspx. Contiene 15 modelos para predecir la 
inocuidad y vida útil de alimentos de origen marino y puede ser evaluado en 15 
idiomas. Entre ellos podemos encontrar los modelos para evaluar la producción de 
histamina por Morganella morganii y Morganella psychrotolerans a temperaturas 
de almacenamiento en refrigeración, y los modelos para predecir el límite de 
crecimiento – no crecimiento de Listeria monocytogenes bajo 7 parámetros 
ambientales (temperatura, atmósfera (CO2), pH, aw, componentes de ahumado / 
fenol, lactato y diacetato). La industria que procesa alimentos marinos, 
suministrando información básica de las características de su producto, puede 
usar un rango de modelos del programa para contestar las interrogantes acerca de 
la seguridad y vida útil de sus productos, en muchos casos los modelos pueden 
predecir el estado del producto después de que se ha aplicado un proceso de 
preservación o después de que ha sido almacenado bajo diferentes condiciones 
conocidas263.  
 
El “FORECAST System”, fue creado por la “Campden and Chorleywood Food 
Research Association” (CCFRA), y es el único programa que está interesado 
únicamente en los microorganismos deteriorantes de los alimentos, y puede ser 
usado para evaluar los ratios de deterioro o las estabilidades de diferentes 
formulaciones de productos. Los modelos fueron desarrollados en medios de 
laboratorio y validados apropiadamente en matrices de alimentos y por 
comparación con datos de crecimientos publicados. La mayoría de modelos son 
los de crecimiento cinético que pueden ser usados para predecir el ratio de 
crecimiento y el tiempo de latencia o fase lag. “FORECAST System” está 
disponible para usuarios potenciales a través de un servicio de información, de 
esta manera se ejecutan los modelos en nombre de los clientes después de una 
consulta detallada con respecto a sus necesidades, es decir opera como un 
servicio de predicción258. Actualmente, hay modelos para carnes y pescados 
(como matrices), así como para levaduras en frutas y bebidas, incluyendo un 
rango de modelos relevantes para alimentos acidificados264.   
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En el año 2010, Cristiano Dannenhauer265, desarrolló en el Brasil un aplicativo de 
microbiología predictiva (MP), como tesis para obtener el título de master en 
Ingeniería de Alimentos. Este programa posee los principales modelos de la 
microbiología predictiva (Gompertz, Logístico, Logístico modificado, Baranyi, 
Arrhenius, Raíz Cuadrada, Weibull y los modelos no isotérmicos de Micha Peleg y 
de Van Impe); además tiene una interfaz que permite el uso de esos modelos de 
modo simple y seguro. Es posible simular el crecimiento microbiano para las 
condiciones ambientales dinámicas a las cuales un producto es sometido durante 
su procesamiento, transporte o almacenamiento y también simula el impacto de 
los abusos de temperatura en la vida útil de los productos refrigerados.  
 
El “Pasta Salad Predictor”, fue creado por Østergaard266 y col., con la finalidad 
de ayudar a los establecimientos de comida que venden ensaladas de pastas 
listas para consumir, permitiendo evaluar la vida útil y la inocuidad del producto a 
partir de la contaminación microbiana inicial de enterobacterias, bacterias ácido 
lácticas, Listeria monocytogenes, Pseudomonas y Salmonella, y de las 
condiciones de temperatura y tiempos de almacenamiento.  Fue presentado por 
primera vez en la versión N° 7 de la conferencia internacional de modelamiento 
predictivo en alimentos, realizada durante el año 2011 en Dublín, Irlanda.  
 
MicroHibro, es una herramienta on-line de evaluación del riesgo microbiano en 
vegetales y productos cárnicos267. Fue desarrollado por Optimum Quality y el 
Grupo Hibro de la Universidad de Córdoba, y financiado por el Ministerio de 
Ciencia e Innovación de España. Actualmente, la versión vigente es la 2.0 Beta y 
los modelos de crecimiento, inactivación y de contaminación cruzada están 
disponibles para carne, carne cocida con y sin nitritos, carne curada lista para el 
consumo, acelga, vegetales de hoja, lechuga, lechuga en atmósferas modificadas, 
perejil y espinacas.  Los microorganismos incluidos en el programa son 
deteriorantes como las bacterias ácido lácticas y los patógenos como Listeria 
monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 y Salmonella spp.  
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El “Sym'Previus”, fue desarrollado a raíz de que varios equipos de científicos 
franceses que habían participado anteriormente en proyectos europeos 
relacionados a la microbiología predictiva, encontraron promisorias la real 
aplicación de modelos predictivos en plantas de fabricación de productos lácteos. 
Además, el “Sym'Previus”, también nació del interés del Gobierno Francés (en la 
oportunidad de implementar una pericia en el dominio de patógenos y su 
aplicación en la evaluación de riesgos cuantitativo) y del apoyo de la industria 
francesa quienes deseaban obtener un programa común para compartir sus 
conocimientos en inocuidad de alimentos (pruebas de desafíos, modelos, entre 
otros). El mayor interés de este programa no es solo dar una base de datos y 
modelos matemáticos, sino el de proveer información combinada y suministrar un 
análisis hecho por un grupo de expertos (microbiológos, estadísticos), apoyado 
por laboratorios, centros técnicos y compañías quienes conocen las dificultades 
que hay en el uso de la microbiología predictiva. En esta herramienta, el usuario 
puede seleccionar una matriz y el microorganismo asociado, verificar si los 
parámetros de pH y actividad de agua de la matriz propuesta por defecto 
corresponden a su producto y finalmente configurar el nivel del factor temperatura. 
Adicionalmente, también pueden confrontar los resultados obtenidos por el 
modelamiento de sus datos de forma independiente en su propio laboratorio y 
agregarlos para el gráfico final268.  
 
El “Microbial Responses Viewer” (MRV), es una base de datos web que provee 
información de interés en los límites de crecimiento / no crecimiento y en los ratios 
de crecimiento específicos de 16 tipos de microorganismos (Aeromonas 
hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Brochothrix thermosphacta, 
Clostridium botulinum (non.prot.), Campylobacter, Clostridium perfringens, E. coli, 
Enterobacteriaceae, bacterias ácido lácticas, Listeria monocytogenes / innocua, 
Pseudomonas, Staphylococcus aureus, Shigella flexneri, Salmonella spp., y 
Yersinia enterocolitica). Los datos del MRV fueron calculados sobre la base de 
datos de temperatura, pH y actividad de agua (aw) extraídos del “ComBase”. La 
diferencia básica con el “ComBase” es que mientras que el MRV es una 
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plataforma focalizada sobre datos de crecimiento / no crecimiento, el “ComBase” 
es una plataforma que consiste de datos cinéticos de respuestas 
microbianas269,270.   
 
El “Fishmap”, es un programa que ha sido desarrollado por el Institute of Food 
Research, Norwich, UK, es propiedad de AZTI-Tecnalia y puede ser descargado 
de forma libre de la siguiente dirección de internet: http://www.azti.net/fish-map-
software.html. Permite la predicción del crecimiento de bacterias deteriorantes en 
productos de pescado bajo empacado en atmósferas modificadas, con diferentes 
concentraciones de CO2 (0 – 100 % v/v, con balance de nitrógeno) a temperaturas 
constantes y fluctuantes. El programa fue creado usando modelos de crecimiento 
predictivos de Carnobacterium maltaromaticum, Serratia proteamaculans, 
Shewanella baltica, Yersinia intermedia y un mix de cultivos de estas 4 especies, 
los cuales han sido validados en filetes de jurel271.  
 
“Food Microbial Database”, es un proyecto desarrollado en Irlanda por la FIRM 
(Food Institutional Research Measure), la UCD (University College Dublin), la 
DAFF (Department of Agriculture, Fisheries and Food), la FSAI (Food Safety 
Authority of Ireland), la MI (Marine Institute), la AFRC (Teagasc Moorepark Food 
Research Centre) y la UU (University of Ulster). Este programa proveerá de una 
base de datos relevante, confiable y oportuna sobre microorganismos patógenos 
(Campylobacter spp., Escherichia coli O157, Listeria spp., y Salmonella spp.) y 
norovirus, cubriendo 28 categorías de alimentos y ambientes. Está previsto que 
esta base de datos fortalecerá los lazos entre los sistemas de vigilancia 
institucionales (veterinaria, alimentos clínica), mejorará la calidad de los datos, 
identificará los vacíos en la información y fomentará los vínculos 
internacionales272.  
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2.4.4.4. Modelos de crecimiento / no crecimiento 
 
Estos modelos nacen en respuesta a la necesidad de entender la preservación de 
alimentos (los cuales están basados sobre la prevención del crecimiento 
microbiano o proliferación, inactivación microbiana o la extensión de la fase de 
latencia) cuando los factores de conservación son usados en combinación, sobre 
todo en situaciones de sinergismo. Los modelos de interfaz de crecimiento/no 
crecimiento cuantifican el efecto de varias barreras sobre la probabilidad de 
crecimiento y define combinaciones al que el ratio de crecimiento es cero o el 
tiempo de latencia es infinito. Incrementando la fuerza de una o más barreras en la 
interfaz por solo una pequeña cantidad decrecerá significativamente la 
probabilidad que un organismo crezca273.  
 
Ratkowsky y Ross274 (1995), propusieron la aplicación del modelo de regresión 
logística en microbiología de alimentos, que permite el modelamiento del límite 
entre el crecimiento y el no crecimiento de bacterias cuando se estudian uno o 
más factores de control. Este enfoque incluyó una modificación del modelo de la 
raíz cuadrada para describir la influencia de la temperatura, el pH, la aw y la 
concentración de nitrito (NO2) sobre la probabilidad de crecimiento.  
 
logit (P)= b0+ b1.ln(T - Tmin)+ b2.ln(pH - pHmin)+… 
 
 
… +  b3.ln(aw - aw min)+ b4.(NO2 max - NO2) 
 
 
Donde P es la probabilidad de crecimiento (entre 0 y 1, llegando a ser “0” cuando 
no hay crecimiento y “1” cuando hay crecimiento), b0, b1, b2, b3 y b4 son los 
coeficientes de regresión a ser estimados por el modelo, T es la temperatura en 
°C, aw es la actividad de agua, y NO2 es la concentración de nitrito en ppm. 
Valores mínimos son los valores teóricos donde el crecimiento es permitido 
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cuando se sobrepasan estos valores y valores máximos son los valores teóricos 
bajo el cual el crecimiento es permitido.  
 
Posteriormente, modelos de regresión logística de segundo orden que incluían 
también términos lineales para el tiempo, fueron usados por Battey275 y col. en el 
año 2002 para predecir la probabilidad de deterioro en bebidas llenadas en frío y 
listas para beber causados por levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae, 
Zygosaccharomyces bailii, y Candida lipolytica usando el modelo: 
 
logit (P) = ln ⌈
P
1 - P
⌉= ∑𝛽iXi + ∑ βijXiXj + ∑ βiiXi
2 +  tiempo + tiempo2
5
i=1
5
ij=1
5
i=1
 
 
Donde P es la probabilidad de crecimiento, los valores de β representan los 
parámetros estimados para cada término, y los valores de X corresponden a las 5 
variables (pH, acidez titulable, °Brix, concentración de sorbato de potasio y 
concentración de benzoato de sodio). 
 
Panagou276 y col. en el año 2010 usó la siguiente ecuación para modelar la 
interfaz de crecimiento/no crecimiento de Byssochlamys fulva y Byssochlamys 
nivea sobre Agar Extracto de Malta en función de la temperatura y la aw: 
 
logit (P) = ln ⌈
P
1 - P
⌉ = ∑ aiXi + ∑ aijXiXj + ∑ aiiXi
2 + tiempo
2
i=1
2
ij=1
2
i=1
 
 
Donde P es la probabilidad de crecimiento (en el rango de 0 – 1), ai son los 
coeficientes a ser estimados para cada término, y los valores de Xi corresponden a 
las 2 variables independientes en el modelo (temperatura y aw). 
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2.4.5. Micología Predictiva 
 
2.4.5.1. Bases de micología predictiva 
 
Durante años, los modelos predictivos que en su mayoría han sido aplicados a 
bacterias patógenas y a algunas bacterias que causan deterioro, han sido 
extendidos a los mohos, esto debido a que la mayoría de micólogos de alimentos 
no estaban muy familiarizados con las técnicas de modelamiento usando las ya 
existentes para bacterias y, por otro lado, porque las personas involucradas en el 
modelamiento no conocían a fondo las especificidades de los mohos, que 
necesariamente se tienen que tomar en cuenta277.  
 
Las principales razones por las cuales el modelamiento matemático del 
crecimiento fúngico no recibió el mismo interés que el del crecimiento bacteriano 
fueron: la dificultad para adquirir suficientes datos reproducibles que estén 
disponibles para el modelamiento, la falta de soporte de los fabricantes de 
alimentos y la inherente complejidad asociada a la cuantificación del crecimiento 
fúngico278.  
 
La Micología Predictiva, es una herramienta clave en la microbiología de 
alimentos, específicamente en el deterioro causado por mohos, y tiene como 
objetivo desarrollar herramientas específicas para predecir el crecimiento fúngico y 
la producción de micotoxinas (metabolitos) en los alimentos y materias primas279, 
así mismo puede ser usado en el campo de la biotecnología y la fitopatología. 
 
El desarrollo fúngico envuelve la germinación seguido por la proliferación del 
micelio, el cual comúnmente es reportado como la medida del crecimiento radial 
en milímetros por día280. La germinación de las esporas fúngicas (responsables 
por la diseminación de los mohos) comienza con la elongación del tubo 
germinativo y es de gran importancia en la microbiología de alimentos debido a 
que después de que ésta se completa, el micelio fúngico comienza a aparecer 
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muy rápidamente. Lamentablemente, la germinación requiere de observación 
microscópica para la evaluación de la longitud del tubo germinativo y además 
debe llevarse a cabo sin abrir las placas de Petri, lo cual dificulta su realización281.  
 
Debido a los problemas mencionados anteriormente y a la necesidad de los 
micólogos de alimentos por estandarizar todo lo relacionado a la germinación de 
los mohos, en el año 2005 se llevó a cabo un taller en Francia, organizado por la 
Sociedad Microbiológica Francesa282 donde se organizaron cinco grandes 
secciones: técnicas, definiciones, modelos, fisiología de la germinación y métodos 
alternativos a la observación microscópica.  
 
Se revisaron las técnicas usadas en la preparación de esporas, los protocolos de 
inoculación (por dispersión en superficie y por incorporación), así como los 
equipos experimentales usados para el monitoreo de la germinación, llegando a la 
conclusión de que las diferentes técnicas no influyen sobre la obtención de datos 
exactos sin procesar y que todas son realizadas con el objetivo final de monitorear 
de 10 – 20 esporas por campo en el microscopio a 100 – 400X. 
 
Se acordaron definiciones importantes, tales como considerar que una espora ha 
germinado cuando la longitud del tubo germinativo más largo es mayor o igual que 
la mayor dimensión de la espora hinchada. Por otro lado, el tiempo de germinación 
fue definido como el tiempo en que el 50 % de todas las esporas viables han 
germinado, sin embargo las personas interesadas en el deterioro de alimentos 
consideran que el porcentaje debería ser más bajo (10 %) mientras que las 
personas interesadas en el inicio de la producción de metabolitos fúngicos 
(micotoxinas) consideran que un 90 % es aceptable. 
 
Se revisaron los métodos alternativos a la evaluación microscópica con la finalidad 
de evitar observaciones tediosas, consumo de tiempo y dificultad de validar 
modelos predictivos en productos turbios. Esto fue basado en un estudio realizado 
por Dantigny y col. (2002) con el moho Mucor racemosus sobre Agar Papa 
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Dextrosa donde se halló que el período lag coincidió con la finalización del 
proceso de germinación283, pudiendo ser reemplazado en algunos casos por la 
observación microscópica. 
 
Actualmente, hay una tendencia para sustituir el tiempo de latencia con el tiempo 
al crecimiento visible284. Esto debido a dos razones: el tiempo de latencia aplicado 
a bacterias es un término erróneo para mohos porque la germinación de esporas y 
el crecimiento microscópico ocurren durante este tiempo y el tiempo al crecimiento 
visible es un parámetro de utilidad porque un producto es considerado deteriorado 
tan pronto como una colonia es visible dentro de él. 
 
2.4.5.2. Modelos usados 
 
En micología predictiva, se usan los modelos primarios para determinar la 
inactivación, germinación y crecimiento fúngico, mientras que los modelos 
secundarios son usados para cuantificar los efectos de los diversos factores sobre 
el desarrollo fúngico. A continuación, mostraremos los principales modelos que 
son usados actualmente: 
 
Modelo de Inactivación (Ecuación clásica de primer orden) 
 
dN dt = - kN⁄  
 
Este modelo primario es usado para modelar la inactivación de esporas 
fúngicas285, donde N es el número de esporas sobrevivientes después de un 
tratamiento (ufc/mL), t es el tiempo (min) y k es un ratio de inactivación (min-1). El 
valor D (min) o tiempo de reducción decimal es el tiempo que es necesario para 
inactivar el 90 % de las esporas a una determinada temperatura, donde 𝐷 =
 (𝑙𝑛10) 𝑘⁄  .  
 
- 73 - 
 
Por otro lado y de acuerdo con lo mencionado por Dagnas280 y col. (2013) la 
cuantificación del desarrollo fúngico involucra la germinación y la proliferación del 
micelio. Usando los modelos primarios de Gompertz, Logístico y Asimétrico, los 
cuales son dedicados a describir la germinación fúngica, se puede estimar el 
tiempo de latencia antes de la germinación (λG), el máximo porcentaje de esporas 
germinadas (Pmax) y el tiempo de germinación (tG; tiempo para que el 50 % de las 
esporas en el inóculo germinen).  
 
La Ecuación de Gompertz 
 
P(t) =  Pmax . exp  {- exp [
µ
G . 
е(1)
Pmax
 .  (λG - t)+1 ] } 
 
Donde t es el tiempo (horas), P(t) es el porcentaje de esporas germinadas al tiempo 
t, Pmax (porcentaje) es el valor asintótico al que t → + ∞, µG (porcentaje por hora) 
es el término de la pendiente de la línea tangente a través del punto de inflexión, y 
el λG (horas) es la latencia geométrica (t eje de intersección de la tangente a través 
del punto de inflexión). 
 
En la práctica, este modelo ha sido usado por Zimmermann286,287 y col. (2011, 
2013), para evaluar el crecimiento de Byssochlamys nivea en jugo de piña y 
papaya influenciado por la actividad de agua y la edad de las ascosporas.  
 
El Modelo Logístico 
 
P(t) = 
Pmax
1+exp [k(τ - t)]
 
 
Donde t, P(t), y Pmax tienen las mismas definiciones que en la Ecuación de 
Gompertz, τ (horas) es el punto de inflexión donde P = Pmax 2⁄  (con τ igual al tiempo 
de germinación tG), “exp” es la función exponencial y k (porcentaje por hora) está 
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relacionado a la pendiente de la línea tangente a través del punto de inflexión. Por 
derivación, se extrapola la latencia antes de la germinación λG. Para los casos de 
deterioro, el tiempo de germinación es considerado como la germinación del 10 % 
de las esporas viables288 y el modelo logístico simplificado es el siguiente: 
 
Para P =10 %,        t10%= τ - 
Ln [
Pmax
10
] -1
k
 
  
El Modelo Asimétrico 
P(t) = Pmax  [1 - 
1
1+ (
t
τ
)
d
 
] 
 
Este es el primer modelo dedicado a la germinación fúngica, y está basado sobre 
parámetros biológicos, teniendo la capacidad de ajustar satisfactoriamente las 
formas simétricas y asimétricas de las curvas de germinación289. Adicionalmente a 
los parámetros definidos en la ecuación de Gompertz y en el Modelo Logístico, d 
es un parámetro de forma y cuando este valor incrementa, la curva de 
germinación aparece más simétrica. Por derivación, es extrapolada la latencia 
antes de la germinación λG.  
 
Con respecto a la proliferación del micelio, comúnmente es evaluada por ploteo 
del crecimiento radial visible (diámetro de la colonia) contra el tiempo. Los datos 
del crecimiento visible son enfrentados a los modelos primarios para estimar la 
latencia antes de la proliferación (λ) y el ratio de proliferación radial (µ). Estos 
modelos pueden ser lineales o no lineales (como el de Baranyi). 
 
El Modelo Lineal (con punto de quiebre) 
 
r = µ . (t - λ) 
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Donde r es el radio de la colonia (mm), µ es el ratio de crecimiento radial (mm d-1), 
y λ es el tiempo de latencia (d). La sección lineal del gráfico (con ratio de 
crecimiento de µ) es extrapolado hacia el incremento cero en el diámetro y el 
intercepto con el eje del tiempo es definido como la fase de latencia previo al 
crecimiento (λ). 
 
El Modelo de Baranyi 
 
{
 
 
 
 D(t)= D0 + µ. A(t) - ln {1+ 
[exp (µ.A(t)) - 1]
exp (Dmax- D0)
}
A(t)= t + (
1
µ
)  .  ln [exp (-µ.t) + exp (-µ.λ) - exp(-µ.t- µ.λ)]
 
 
 
Donde t es el tiempo (días), D(t) (milímetros) es el diámetro de la colonia al tiempo 
t, D(0) (milímetros) es el diámetro de colonia inicial, λ es la latencia (horas) antes 
del incremento en el diámetro de la colonia, µ (milímetros por hora) es el ratio de 
proliferación radial, y Dmax (milímetros) es el máximo diámetro de la colonia (a 
menudo igual al diámetro de la placa de Petri usada para el cultivo). 
 
Los modelos secundarios han sido desarrollados para cuantificar los efectos de la 
formulación, procesamiento y los factores ambientales sobre la cinética de 
proliferación del micelio y en cierta medida de la cinética de germinación. Son 
comúnmente usados tres modelos: cardinal con inflexión, polinomial y regresión 
logística. 
 
El Modelo Cardinal con Inflexión (CMI) 
 
r = ropt .CMn (Y, Ymin, Yopt, Ymax) 
 
CMn (Y, Ymin, Yopt, Ymax) = 
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{
 
 
 
 
𝑌 ≤ 𝑌min, 0.0
𝑌min < 𝑌 <  𝑌max,
(𝑌 − 𝑌min)
𝑛. (𝑌 − 𝑌max)
(𝑌opt − 𝑌min)
𝑛−1
. {(𝑌opt − 𝑌min). (𝑌 − 𝑌opt) − (𝑌opt − 𝑌max). [(𝑛 − 1). 𝑌opt + 𝑌min + 𝑛𝑌]} 
 
𝑌 ≥  𝑌max , 0.0
 
 
Donde Y es el factor (por ejemplo, aw, temperatura y pH), Ymin, Yopt y Y max son el 
mínimo, óptimo y máximo valor de crecimiento respectivamente para este factor o 
variable, n es un parámetro de la curva o forma, r es el parámetro cinético (µ: ratio 
de crecimiento específico, ratio de crecimiento radial, entre otros), y ropt es el valor 
óptimo de r en el producto considerando los factores estudiados. Una de las 
ventajas de este modelo, propuesto por Rosso290 y col., es que permite una 
estimación de la aw (min) que no es fácilmente determinable porque el crecimiento 
fúngico bien puede ocurrir después de varios meses de incubación285. 
 
Los Modelos Polinomiales 
 
Y= a0+ ∑ ai.xi+ ∑∑ aijXiXj
3
j=1
3
i=1
 
3
i=1
 
 
Donde Y es la respuesta cinética (por ejemplo ratio de proliferación radial, µ), los 
coeficientes a0 y ai son los parámetros estimados, y donde Xi y Xj son las variables 
independientes o de ingreso (por ejemplo aw y temperatura). 
 
Basado en la ecuación polinomial, Gibson291 y col., desarrollaron el primer modelo 
secundario dedicado a los mohos, evaluando el efecto de la aw (entre 0,995 y 
0,810) a 30 °C sobre el ratio de proliferación radial (µ) de Aspergillus flavus, 
Aspergillus oryzae, Aspergillus parasiticus y Aspergillus nomius. 
 
ln(µ)= a0+ a1. √1 - aw
2
+ a2. (1- aw) 
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Donde µ es el ratio de proliferación radial, a0, a1 y a2, son las constantes a ser 
estimadas y aw es la actividad de agua. 
 
Modelo de Crecimiento / No Crecimiento (basado en regresión logística) 
 
Otro tipo de modelo secundario es el modelo de límite de crecimiento / no 
crecimiento, donde el enfoque es más simple que en los otros casos y los 
operadores deben registrar un valor de “1” si hay crecimiento y “0” si no hay 
crecimiento, bajo una cierta combinación de factores intrínsecos y extrínsecos y 
después de un cierto tiempo. Para determinar la interfaz de crecimiento/no 
crecimiento sobre los factores considerados, los datos obtenidos son enfrentados 
a una regresión logística, a menudo relacionado a un modelo polinomial. 
 
logit(P)=ln (
P
1 - P
)= a0 + ∑ ai.xi+ ∑∑ aijXiXj
3
j=1
3
i=1
 
3
i=1
  
 
Donde P es la probabilidad de crecimiento (rango de 0 a 1), los coeficientes a i son 
parámetros estimados y los valores de Xi son los factores independientes (por 
ejemplo la aw, temperatura y el pH).  
 
Adicionalmente a los modelos mencionados anteriormente, Larralde292 en 1996, 
presentó una nueva metodología para cuantificar la tasa específica de crecimiento 
de cultivos fúngicos, basada en la determinación morfométrica de los micelios 
durante la fase de germinación y el crecimiento vegetativo. La ecuación que usó 
fue la siguiente: 
μ
calc
=
ur
αLav
(
ln
2
ln (
Lc
Dh
)
) 
 
Donde los parámetros morfométricos de la hifa estaban expresados en la longitud 
crítica (Lc) y el diámetro (Dh), y los de las colonias expresadas en la velocidad de 
- 78 - 
 
extensión radial (ur), la longitud de sus hifas distales (Lav). Esta ecuación demostró 
satisfactoriamente su aplicación sobre la determinación de la tasa específica de 
crecimiento para Gibberella fujikuroi y Aspergillus niger, a pesar de que estos 
mohos presentaban diferentes comportamientos en su morfología. 
 
2.4.6. Futuro de la microbiología predictiva – Tendencias 
 
Uno de los últimos avances en la microbiología predictiva es la unión de ésta área 
al uso de sistemas integradores de tiempo y temperatura (TTI – Time Temperature 
Integrator), los cuales son adheridos al producto y reaccionan cuando la cadena 
de frío se rompe, permitiendo hacer una evaluación en tiempo real del manejo de 
la temperatura en toda la cadena de distribución. Basado en esta aplicación y en 
que el monitoreo de la temperatura de la cadena de frío permite anticipar el efecto 
de abusos de temperatura sobre un determinado producto, Garcés293 (2012) 
desarrolló un prototipo a nivel de componentes y modelos de respuesta para un 
TTI de base microbiológica, el cual mediante modelos obtenidos permitió 
relacionar de manera satisfactoria la respuesta del indicador frente al crecimiento 
de microorganismos presentes en leche pasteurizada comercial. Con esos 
modelos se consiguió indicar satisfactoriamente el fin de la vida útil de la leche 
pasteurizada refrigerada antes de que los patógenos alcancen un nivel crítico o la 
dosis infectiva, adicionalmente se desarrollaron modelos que relacionan el 
crecimiento del microorganismo indicador con el cambio del pH y con el cambio de 
color.  
 
La unión de modelos cinéticos de la microbiología predictiva al modelamiento 
matemático integrado de ingeniería de procesos es un campo promisorio para el 
mejoramiento de la inocuidad alimentaria y para evaluar el deterioro de alimentos. 
Así lo demostró Santos da Silva294 y col. (2014), quienes estudiaron y modelaron 
el proceso de enfriamiento evaporativo el efecto de la velocidad del aire de 
refrigeración y la temperatura inicial del producto sobre el tiempo al que 
Byssochlamys fulva deteriora la pulpa de papaya almacenada295.  
- 79 - 
 
 
Por otro lado, Schaffner296 menciona que la tendencia son los modelos de 
contaminación cruzada y aquellos referentes al tamaño del inóculo, los cuales 
representan las nuevas áreas de modelamiento predictivo que serán desarrolladas 
en los próximos años. Las 3 líneas de investigación de contaminación cruzada que 
llegan de la evaluación de riesgos y de la epidemiología están relacionadas con 3 
diferentes microorganismos: Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni y los 
virus de origen alimentario.  
 
Recientemente, Pin297 y col. (2013), mencionaron que en el futuro la microbiología 
predictiva centrará su atención en los modelos a un nivel de población celular 
con importancia en los dinámicos (donde las herramientas predictivas de la 
microbiología de alimentos estarán basadas sobre modelos dinámicos con 
variables que cuantifiquen: el nivel de concentración de un cierto organismo de 
origen alimentario, el nivel de un producto metabólico de interés, la capacidad de 
las células para sobrevivir, adaptarse y proliferar en un determinado ambiente), en 
el efecto de la competencia microbiana, en los cambios de los modelos 
determinísticos a estocásticos;  los modelos a nivel de células individuales 
dando importancia a la relación entre células individuales y poblaciones y al efecto 
de la historia sobre las células individuales; los modelos a nivel molecular, 
modelando la expresión de los genes y las relaciones metabólicas. En resumen, la 
tendencia es a revelar la influencia molecular que define las respuestas 
bacterianas y la cinética poblacional a través de la cadena alimenticia. 
 
Sin embargo, una de las áreas de mayor desafío para la microbiología predictiva 
será obtener modelos realistas para el tiempo de latencia, el cual está sujeto a 
importantes fuentes de variabilidad298.  
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III. PARTE EXPERIMENTAL 
 
3.1. Preparación del inóculo (suspensión de esporas de Fusarium oxysporum) 
 
3.1.1. Microorganismo 
 
Después de la identificación del moho que causó el deterioro de las bebidas 
isotónicas por el BCN Research Laboratories, Inc. en el año 2009, se adquirió una 
cepa pura de Fusarium oxysporum FRR 3414 (Ver Anexo 1), el cual fue aislado 
por Ailsa D. Hocking en el año 1987, de un jugo de naranja fermentado. 
Actualmente, esta cepa se mantiene en el FRR Culture Collection del CSIRO Food 
and Nutritional Sciences, Australia y es la cepa elegida para este estudio. 
 
3.1.2. Obtención de esporas 
 
La cepa pura de Fusarium oxysporum (FRR 3414), fue repicada sobre 10 placas 
de Petri conteniendo Agar Extracto de Malta (MEA), usando el método de 
sembrado con asa en aguja en 3 puntos sobre el agar, luego estas placas fueron 
incubadas a 30 °C por 7 días (pre – esporulación). Después de este período de 
incubación, se recogió el crecimiento del moho sobre la superficie del agar, 
incorporando 2 mL de agua destilada estéril en cada placa,  y raspando 
suavemente la superficie con la ayuda de Asas de Drigalsky estériles. El 
sobrenadante fue recogido con una pipeta estéril y trasvasado a un frasco de 
vidrio estéril de capacidad de 250 mL. 
 
De esta suspensión, 0.4 mL fue inoculado en cada una de las 50 placas de Petri 
conteniendo Agar Extracto de Malta (MEA), dispersando la suspensión sobre el 
agar con la ayuda de las Asas de Drigalsky estériles. Las placas fueron colocadas 
y selladas en bolsas plásticas para evitar su deshidratación y protegerlos de la 
contaminación, e incubadas a 30 °C por 30 días. 
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Después de los 30 días de incubación se realizó el raspado del crecimiento del 
moho sobre el agar, usando 4 mL de agua destilada estéril por placa y Asas de 
Drigalsky estériles. Toda la suspensión recogida con la ayuda de una pipeta 
estéril, fue llevada a un frasco de vidrio Schott estéril de 500 mL de capacidad. 
 
La suspensión fue filtrada a través de 3 capas de gasa estéril para remover las 
hifas, siendo colectada en un frasco de vidrio seco y estéril, luego fue 
homogeneizada y sometida al proceso de centrifugación a 15000 rpm a 4 °C por 
15 minutos (International Portable Refrigerated Centrifuge Model PR-2 Serial N° 
40 000 M). El proceso fue repetido 2 veces usando como diluyente agua destilada 
estéril, evitándose así daños en las paredes de las esporas299.  
 
La suspensión final fue transferida hacia tubos plásticos de ensayo estériles con 
capacidad de 50 mL conteniendo 30 perlas de vidrio estériles y luego fue 
mantenida en refrigeración entre 2 - 3 °C hasta su uso. 
 
3.1.3. Estandarización del inóculo 
 
3.1.3.1. Conteo en Cámara de Neubauer 
 
Una gota de la suspensión de esporas fue colocada en la cánula de la Cámara de 
Neubauer, siendo inmediatamente cubierta con una laminilla cubreobjeto. 
Después, la cámara fue llevada a un microscopio con aumento a 400 X para su 
lectura. Se contaron las esporas en los campos correspondientes, obteniendo así 
un valor aproximado del número de esporas/mL contenidos en la suspensión 
original. El valor obtenido es dado como aproximado, debido a que en ésta 
metodología se cuentan todas las esporas consideradas como viables y no viables 
por no poder distinguirse entre ellas. Por tal motivo, normalmente cuando se 
compara con el método de conteo por dilución y plaqueo, el conteo en la Cámara 
de Neubauer presenta cerca de 1 ciclo logarítmico a más300. Para obtener la 
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concentración de esporas en la solución madre analizada se utilizó la siguiente 
fórmula: 
𝑁0  =  
𝑁 𝑥 𝐹 𝑥 106
0.25 𝑥 𝑛 𝑥 16
 
 
Donde N0 representa la concentración de la solución madre analizada 
(esporas/mL), N el número total de esporas contadas, F es el factor de la dilución 
usada, 0.25 es una constante de la fórmula, n el número de cuadrados contados 
de la cámara y 16 el número de divisorios de cada cuadrado. 
 
3.1.3.2. Conteo por dilución y plaqueo 
 
De la suspensión madre de esporas (debidamente homogenizada), se realizaron 
diferentes diluciones: 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7 y 10-8, siguiendo la norma 
ISO 6887-1 (1999)301. De cada dilución fue extraído 1 mL para ser incorporado en 
una placa estéril y luego ser mezclado con Agar Extracto de Malta (MEA), 
siguiendo el método de incorporación de la ICMSF302. Las placas fueron incubadas 
a 30 °C por 7 días. Este método confirma la cantidad real de esporas viables/mL 
de la suspensión.  
 
3.2. Modelamiento del deterioro causado por Fusarium oxysporum en la bebida 
isotónica sabor mandarina 
 
3.2.1. Esquema de trabajo 
 
Se diseñó un experimento para verificar el deterioro de la bebida a través del 
tiempo, en el cual se involucre cargas de esporas muy cercanas al límite máximo 
permisible por la R.M N° 591 - 2008 – MINSA -27/06/2008: “Norma Sanitaria que 
establece los Criterios Microbiológicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad para los 
Alimentos y Bebidas de Consumo Humano”303, y temperaturas de almacenamiento 
normalmente usadas en los puntos de venta o centrales de distribución en Perú. A 
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continuación se muestra una tabla resumen donde se indica los 4 experimentos 
diseñados: 
 
Tabla N° 5. Diseño experimental 
 
Experimento 
Cantidad 
de 
unidades 
(bebidas 
isotónicas) 
Carga de 
inóculo  
Temperatura 
de 
Incubación 
(°C) 
Monitoreo 
Tiempo de 
monitoreo 
máximo 
A 60 
100 esporas/ 
100 mL de 
bebida 
20 °C 
3 veces  
por día 
9 meses 
B 60 
101 esporas/ 
100 mL de 
bebida 
20 °C 
3 veces 
 por día 
9 meses 
C 60 
100 esporas/ 
100 mL de 
bebida 
30 °C 
3 veces  
por día 
9 meses 
D 60 
101 esporas/ 
100 mL de 
bebida 
30 °C 
3 veces  
por día 
9 meses 
 
 
Estos experimentos fueron realizados por duplicado, en dos tiempos diferentes y 
utilizando distintos lotes de fabricación de bebidas isotónicas. El tiempo de 
monitoreo máximo fue de 9 meses, el cual es el tiempo de vida útil especificado 
para este producto. 
 
Cada experimento fue acompañado de dos unidades positivas (mostrando un 
deterioro estándar) y dos unidades blancos (solo bebida isotónica sin ningún tipo 
de contaminación). 
 
Cada lote de bebida isotónica fue evaluado en los siguientes parámetros: °Brix, 
sólidos disueltos totales (TDS), acidez titulable y pH, de acuerdo a las técnicas TM 
200.010 (2005)304, TM 200.062 (2004)305, TM 200.076 (2004)306 y TM 134.003 
(2004)307 respectivamente. 
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3.2.2. Evaluación e incorporación del inóculo en bebidas isotónicas 
 
3.2.2.1. Evaluación del inóculo (carga de esporas) 
 
Después de conocer la carga de esporas en la solución madre, se realizaron 
diluciones sucesivas con el fin de obtener bajas concentraciones de esporas a ser 
inoculadas. Se realizaron los cálculos necesarios de inóculo a agregar (mL), con el 
fin de obtener cargas muy cercanas a 100 y 101 esporas/100 mL de bebida, 
tomando en cuenta que el volumen final de cada botella con producto es de 350 
mL. Se usó la siguiente fórmula: 
 
𝐶𝑑 =
(𝑉 𝑥 𝐶𝑒)
𝑉𝑚
 
 
 
Donde Cd es la concentración deseada (10
0 o 101 esporas / 100 mL de bebida 
isotónica), Vm es el volumen de la muestra (en este caso representa 350 mL de 
bebida), V es el volumen de la suspensión de esporas a agregar y Ce es la 
concentración de la suspensión de esporas.  
 
3.2.2.2. Incorporación del inóculo (suspensión de esporas de Fusarium 
oxysporum) 
 
De manera aséptica se incorporó el inóculo previamente calculado en las unidades 
de bebida isotónica (350 mL). Las unidades fueron cerradas con las mismas tapas 
metálicas de origen, homogeneizadas y para evitar su contaminación externa, 
fueron cubiertas con un film plástico adherente a la altura del cuello de la botella. 
Cada unidad de cada experimento fue rotulada con un número consecutivo (del 1 
al 60) e indicándose la temperatura de incubación, de esta manera cada botella 
pudiese ser eliminada después de una lectura positiva, sin llevar a confusión. 
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3.2.3. Incubación y monitoreo del deterioro 
 
Las unidades inoculadas de los experimentos A y B fueron incubadas a la 
temperatura de 20 + 1 °C, y las de los experimentos C y D a una temperatura de 
30 + 1 °C. 
 
El monitoreo se realizó 3 veces por día durante 90 días como máximo, contra una 
buena fuente de luz y comparándo las unidades contra los estándares y los 
blancos. Para que una unidad (botella de vidrio con 350 mL de bebida isotónica) 
sea considerada deteriorada o positiva, tenía que tener presencia de micelios 
visibles en suspensión, los cuales son fácilmente vistos contra luz a partir de un 
crecimiento mínimo radial de 3 mm, de acuerdo a lo postulado por Gibson291 y col. 
(1994). 
 
3.2.4. Cálculo de la probabilidad de crecimiento de Fusarium oxysporum en la 
bebida isotónica sabor mandarina 
 
La probabilidad de que el moho Fusarium oxysporum crezca y deteriore la bebida 
isotónica (P(t)) fue calculada por el número de botellas que presentan deterioro 
(positivas) a través del tiempo a una determinada temperatura y ajustada usando 
el modelo logístico de la microbiología predictiva mediante la siguiente ecuación: 
 
P(t) = 
Pmax
1+exp [k(τ - t)]
 
 
Donde Pmax es el porcentaje máximo de botellas deterioradas, t es el tiempo en 
horas, k (h-1) es un parámetro de la pendiente que representa la tasa de 
crecimiento, “exp” es la función exponencial y τ (h) es el tiempo para el que P = 
Pmax/2. El valor de P(t) inicialmente es 0.0 y puede aumentar hasta 1.0, si todas las 
botellas presentaran crecimiento. Todos los tratamientos de los datos y las 
soluciones de ecuaciones fueron realizados en el software STATISTICA Version 7. 
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De acuerdo con Whiting y Call308 (1993), y en base a las ecuaciones desarrolladas 
para cada experimento, se calculó el t10%, que representa para las industrias un 
tiempo límite para realizar un recojo de los productos en el mercado cuando fueran 
detectadas las primeras botellas deterioradas. 
 
3.2.5. Ajuste del modelo a los datos (Goodness-of-fit) 
 
De acuerdo a lo recomendado por Ratkowsky309 (2004) para modelos de regresión 
lineal o no lineal, el ajuste del modelo a los datos fue evaluado por medio del 
RMSE (Root Mean Square Error o raíz del error cuadrático medio). El RMSE es 
definido matemáticamente como la raíz cuadrada del MSE (Mean Square Error) y 
puede ser visto como la discrepancia promedio entre los datos observados 
(transformados si es necesario) y sus valores predecidos. Cuanto más cercano a 
cero mejor es el ajuste del los datos al modelo. Este valor fue obtenido del análisis 
de varianza (ANOVA) detallado en el Anexo 2. 
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IV. RESULTADOS 
 
4.1. Determinación de la concentración de esporas de Fusarium oxysporum 
FRR 3414 en la solución madre 
 
4.1.1. Conteo en Cámara de Neubauer 
 
Se realizaron los conteos de esporas en 5 campos de la Cámara de Neubauer y 
los valores fueron reemplazados en la fórmula, obteniendo: 
 
𝑁0  =  
𝑁 𝑥 𝐹 𝑥 106
0.25 𝑥 𝑛 𝑥 16
 =  
4695 𝑥 1 𝑥 106
0.25 𝑥 5 𝑥 16
 = 5 𝑥 109 𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠 /𝑚𝐿 
 
En base a estos resultados se realizaron las diluciones sucesivas para conocer la 
cantidad de esporas viables, por medio del método por incorporación. 
 
4.1.2. Conteo por dilución y plaqueo 
 
De los resultados mostrados en la tabla N° 6 se eligieron los conteos de la dilución 
10-6 para realizar el cálculo, por contener valores entre 30 – 300 para ambos 
ensayos.  
 
Tabla N° 6. Conteo de colonias de Fusarium oxysporum en cada dilución 
expresados en ufc/mL a partir de una suspensión inicial de 1/9 
 
Dilución Ensayo N° 1 Ensayo N° 2 
10-6 55 52 
10-7 1 4 
10-8 0 0 
   
El resultado final de la carga de esporas en la solución madre fue de 5 x 108 
ufc/mL. 
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4.2. Preparación y estandarización del inóculo (suspensión de esporas de 
Fusarium oxysporum FRR 3414) 
 
4.2.1. Obtención de concentraciones de 100 y 101 esporas/100 mL de bebida 
isotónica 
 
A partir de la solución madre de esporas de Fusarium oxysporum (5 x 108 
esporas/mL), se realizaron diluciones sucesivas (hasta 10-8), tomando una 
cantidad en mL de la suspensión madre con 1 x 10 esporas /mL, con el fin de 
incorporarlo en la bebida isotónica (botellas x 350 mL y obtener una concentración 
de 100 y 101 esporas/100 mL de bebida. 
 
Reeemplazando los valores correspondientes en la fórmula 𝐶𝑑 =
(𝑉 𝑥 𝐶𝑒)
𝑉𝑚
, se obtuvo 
un valor de inóculo de 0.7 mL de la dilución 10-7 para obtener una concentración 
de 101 esporas/100 mL de bebida y un valor de inóculo de 0.7 mL de la dilución 
10-8 para obtener una concentración de 100 esporas /100 mL de bebida. Debido a 
la alta variabilidad en este rango de inóculo (baja concentración de esporas), se 
decidió incorporar por seguridad 1 mL de las diluiones 10-7 y 10-8 en cada botella 
de bebida isotónica (cuyo volumen es de 350 mL).  
 
Tabla N° 7. Cantidad de inóculo a agregar en cada botella con 350 mL de bebida 
isotónica 
 
Experimento Dilución 10-7 Dilución 10-8 
Cantidad de 
unidades inoculadas 
A - 1 mL 60 
B 1 mL - 60 
C - 1 mL 60 
D 1 mL - 60 
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4.2.2. Verificación de la concentración final de esporas de Fusarium oxysporum 
FRR 3414 en unidades de bebidas isotónicas 
 
Para verificar la concentración final de esporas de Fusarium oxysporum en las 
unidades experimentales, se simuló la inoculación en unidades de bebida 
isotónica sabor mandarina (350 mL), y se analizaron siguiendo el método de 
filtración en membrana310, usando Agar Patata Dextrosa (PDA) como medio de 
cultivo, colocando las placas sobre una bolsa debidamente sellada e incubándolas 
a 30 °C por 7 días. El conteo de las placas para las diluciones 10-7 y 10-8 fueron 
los siguientes: 
 
Tabla N° 8. Concentración de mohos en cada dilución expresados en ufc/100 mL 
de bebida 
 
 Dilución 
 10-7 10-8 
Ensayo 1 3 12 
Ensayo 2 4 11 
Ensayo 3 2 15 
 
 
De acuerdo a estos resultados, los cuales comprueban un correcto cálculo, se 
decidió seguir con la inoculación de las demás botellas (conteniendo la bebida 
isotónica) hasta completar las 60 unidades de cada experimento, como puede ser 
apreciado en la figuras N° 3 y 4. 
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Figura N° 3. Set de botellas conteniendo bebida isotónica sabor mandarina 
inoculadas con esporas de Fusarium oxysporum FRR 3414 
 
 
Figura N° 4. Unidades inoculadas y codificadas de bebida isotónica sabor 
mandarina para cada experimento 
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4.3. Modelamiento del deterioro causado por Fusarium oxysporum FRR 3414 en 
la bebida isotónica sabor mandarina 
 
4.3.1. Parámetros fisicoquímicos de los lotes de bebida isotónica 
 
La siguiente tabla muestra los resultados obtenidos de °Brix, pH, acidez titulable y 
sólidos disueltos totales en los 2 lotes de bebida isotónica sabor mandarina 
pasteurizada y llenada en caliente. 
 
Tabla N° 9. Características fisicoquímicas de los lotes de bebida isotónica sabor 
mandarina usados como medio para el modelamiento predictivo 
 
  Valores     
Lote de: 
Fecha de 
Producción 
° Brix pH 
Acidez 
titulable* 
Sólidos 
Disueltos  
Totales (TDS) 
Ensayo  
N° 1 
19/06/2013 6.2 3.01 45.70  mL 1585  ppm 
Ensayo  
N° 2 
19/06/2013 6.3 2.97 45.10  mL 1579  ppm 
*mL gastados de NaOH al 0.1 N 
 
4.3.2. Resultado del monitoreo de las unidades inoculadas de bebida isotónica 
 
A continuación se muestra en las tablas N° 10 y 11 los resultados del monitoreo de 
las bebidas inoculadas a través del tiempo, donde cada unidad fue eliminada si el 
resultado era positivo (presencia de hifas en suspensión).  
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Tabla N° 10. Tiempo para el crecimiento de Fusarium oxysporum FRR 3414 en bebida isotónica sabor mandarina en 
función de la carga de esporas a 20 °C. 
 
 100 esporas/100 mL de bebida isotónica  101 esporas/100 mL de bebida isotónica 
 Ensayo N° 1 Ensayo N° 2  Ensayo N° 1 Ensayo N° 2  
Hora 
Número de 
botellas 
positivas 
% 
Número de 
botellas 
positivas 
% 
 Número de 
botellas 
positivas 
% 
Número de 
botellas 
positivas 
% 
0 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
14 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
19 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
24 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
38 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
43 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
48 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
62 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
67 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
72 0 0.0 0 0.0  2 3.3 0 0.0 
86 0 0.0 1 1.7  11 18.3 8 13.3 
91 0 0.0 1 1.7  25 41.7 29 48.3 
96 2 3.3 3 5.0  39 65.0 47 78.3 
110 21 35.0 52 86.7  60 100.0 60 100.0 
115 29 48.3 60 100.0  - - - - 
120 33 55.0 - -  - - - - 
134 53 88.3 - -  - - - - 
139 60 100.0 - -  - - - - 
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Tabla N° 11. Tiempo para el crecimiento de Fusarium oxysporum FRR 3414 en bebida isotónica sabor mandarina en 
función de la carga de esporas a 30 °C. 
 
 100 esporas/100 mL de bebida isotónica  101 esporas/100 mL de bebida isotónica 
 Ensayo N° 1 Ensayo N° 2  Ensayo N° 1 Ensayo N° 2  
Hora 
Número de 
botellas 
positivas 
% 
Número de 
botellas 
positivas 
% 
 Número de 
botellas 
positivas 
% 
Número de 
botellas 
positivas 
% 
0 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
3 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
8 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
22 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
27 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
32 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
46 0 0.0 0 0.0  0 0.0 0 0.0 
51 0 0.0 0 0.0  1 1.7 0 0.0 
56 0 0.0 0 0.0  10 16.7 6 10.0 
70 5 8.3 1 1.7  60 100.0 57 95.0 
75 17 28.3 21 35.0  - - 60 100.0 
80 46 76.7 59 98.3  - - - - 
94 60 100.0 60 100.0  - - - - 
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En la figura N° 5 se aprecia el control de cada unidad contra una buena fuente de 
luz para lograr observar la colonia de Fusarium oxysporum en la bebida isotónica, 
que se muestra en forma de un copo de algodón o hilos en suspensión. 
 
 
 
Figura N° 5. Verificación de unidades positivas de bebida isotónica en estudio 
contra una fuente de luz  
 
4.3.3. Enfrentamiento de los datos al Modelo Logístico y cálculo del t10% 
 
Los datos generados por los experimentos A, B, C y D, fueron ingresados en el 
software STATISTICA Version 7, y enfrentados al modelo logístico, obteniéndose 
los parámetros Pmax (%), κ (h
-1) y τ (h) y las gráficas correspondientes, los cuales 
se muestran en las tablas N° 12 y 13, y figuras N° 6 y 7 respectivamente. 
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Tabla N° 12. Parámetros estimados a partir del enfrentamiento de los datos de 
probabilidad de crecimiento de Fusarium oxysporum al Modelo Logístico, con una 
carga de 100 esporas/100 mL de bebida isotónica sabor mandarina. 
 
Condiciones experimentales Valores de parámetros 
Temperatura de 
almacenamiento 
Ensayos Pmax (%) κ (h
-1
) τ (h) 
20 °C  N° 1 100.00 
 [99.99; 100.00]* 
0.13 
[0.08; 0.17] 
116.48 
[113.93; 119.03] 
N° 2 100.00 
[99.99; 100.00] 
0.35 
[0.31; 0.39]  
104.57 
[103.88; 105.26] 
30 °C N° 1 100.00 
[90.99; 100.00] 
0.33 
[0.23; 0.44] 
77.62 
[76.46; 78.79] 
N° 2 100.00 
[99.99; 100.00] 
1.01 
[0.82; 1.21] 
75.61 
[75.46; 75.75] 
*Intervalo de confianza al 95 % entre corchetes. 
 
Tabla N° 13. Parámetros estimados a partir del enfrentamiento de los datos de 
probabilidad de crecimiento de Fusarium oxysporum al Modelo Logístico, con una 
carga de 101 esporas/100 mL de bebida isotónica sabor mandarina. 
 
Condiciones experimentales Valores de parámetros 
Temperatura de 
almacenamiento 
Ensayos Pmax (%) κ (h
-1
) τ (h) 
20 °C  N° 1 100.00 
 [91.54; 108.45]* 
0.20 
[0.15; 0.25] 
93.76 
[92.79; 94.72] 
N° 2 100.00 
[99.99; 100.00] 
0.26 
[0.16; 0.37]  
92.46 
[91.29; 93.63] 
30 °C N° 1 100.00 6.13 67.26 
N° 2 100.00 
[97.40; 102.59] 
1.69 
[1.07; 2.30] 
68.2 
[67.77; 68.81] 
*Intervalo de confianza al 95 % entre corchetes. 
- 96 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N° 6. Porcentaje de botellas deterioradas (n = 60) por Fusarium oxysporum 
FRR 3414 en bebida isotónica sabor mandarina en función del tiempo, para 
un inóculo de 100 esporas/100 mL de bebida. (∆) 1° ensayo a 20 °C, (▲) 2° 
ensayo a 20 °C, (○) 1° ensayo a 30 °C, (●) 2° ensayo a 30 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura N° 7. Porcentaje de botellas deterioradas (n = 60) por Fusarium oxysporum 
FRR 3414 en bebida isotónica sabor mandarina en función del tiempo, para 
un inóculo de 101 esporas/100 mL de bebida. ( ) 1° ensayo a 20 °C, (♦) 2° 
ensayo a 30 °C. 
 
 
- 97 - 
 
Reemplazando los valores de Pmax (%), κ (h
-1) y τ (h) para cada experimento se pudo generar 8 ecuaciones, las cuales se usaron para 
predecir en cada caso el tiempo al que el 10 % (t10%) de las unidades evaluadas presentarán contaminación. Ver tabla N° 14. 
 
Tabla N° 14. Valores calculados de t10% para cada experimento.  
  
Carga de 
esporas 
Temperatura  
de almacenamiento 
Ensayo Número de 
ecuación 
Ecuación t10% (h) RMSE 
100 / 
100 mL de 
bebida 
isotónica 
20 °C N° 1 E-1 
P(t) = 
100
1+exp [0.13(116.48 - t)]
 
106.46 5.4397 
 N° 2 E-2 
P(t) = 
100
1+exp [0.35(104.57 - t)]
 
100.84 1.1240 
30 °C N° 1 E-3 
P(t) = 
100
1+exp [0.33(77.62 - t)]
 
73.77 5.8145 
 N° 2 E-4 
P(t) = 
100
1+exp [1.01(75.61 - t)]
 
74.32 0.8448 
101 / 
100 mL de 
bebida 
isotónica 
20 °C N° 1 E-5 
P(t) = 
100
1+exp [0.20(93.76 - t)]
 
87.24 3.8416 
 N° 2 E-6 
P(t) = 
100
1+exp [0.26(92.46 - t)]
 
87.45 5.6850 
30 °C N° 1 E-7 
P(t) = 
100
1+exp [6.13(67.26 - t)]
 
67.04 5.9196 
 N° 2 E-8 
P(t) = 
100
1+exp [1.69(68.2 - t)]
 
67.42 3.8573 
RMSE (Root Mean Square Error o Raíz del Error Cuadrático Medio).  
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V. DISCUSIÓN 
 
De acuerdo con Dagnas y Membré280 (2013), el deterioro fúngico ocurre cuando 
un alimento o bebida es contaminado antes del fin de su vida útil con esporas 
fúngicas, las cuales germinan y forman un micelio visible. Matemáticamente, el 
deterioro puede ser expresado como una combinación de probabilidades: la 
probabilidad de llegar a contaminarse y la probabilidad del crecimiento fúngico 
dentro del alimento o bebida (germinación y proliferación), siendo ésta última 
probabilidad de gran importancia en esta investigación. 
 
Fusarium oxysporum fué inoculado en la bebida isotónica sabor mandarina a dos 
niveles de inóculo (100  y 101 esporas /100 mL de bebida isotónica) y luego  
incubada a 20 y 30 °C, consideradas como temperaturas de almacenamiento. El 
bajo nivel del inóculo corresponde a la menor carga microbiológica de esporas que 
podría llegar a la bebida y porque es más representativo de lo que ocurre en la 
realidad280, mientras que el alto nivel del inóculo se estableció de acuerdo a la R.M 
N° 591 - 2008 – MINSA -27/06/2008: “Norma Sanitaria que establece los Criterios 
Microbiológicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad para los Alimentos y Bebidas de 
Consumo Humano”303 y también porque es un límite microbiológico que usan las 
industrias de bebidas para la carga microbiológica ambiental de la sala de 
procesamiento311.  
 
Al realizar la inoculación de Fusarium oxysporum en las bebidas isotónicas para 
alcanzar las concentraciones de esporas deseadas, se incorporaron 0.3 mL más 
de las diluciones 10-7 y 10-8 (solución madre), debido a que bajo condiciones 
ambientales marginales algunas esporas son incapaces de iniciar la formación del 
tubo germinativo277 y también porque en rangos bajos de inóculo hay una alta 
variabilidad. Esto podría haber afectado la investigación, generando tiempos de 
crecimientos más largos o incluso no crecimiento. 
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El monitoreo fue realizado 3 veces por día de acuerdo a lo especificado en la tabla 
N° 5. El primer control fue a las 08:00 horas, el segundo control a las 13:00 horas, 
y el último control fue a las 18:00 horas. El intervalo de horas que existe entre el 
primer y segundo control es de 5 horas, al igual que entre el segundo y tercero, 
mientras que entre el tercer control y el primero hay un intervalo de 14 horas. Esto 
es reflejado en las tablas N° 10 y 11, donde se muestran que el experimento con 
100  y 101 esporas /100 mL de bebida isotónica a 20 °C comenzó a las 18:00 horas 
de un día (hora “0”) y el segundo control fue a las 08:00 horas del día siguiente, 
mientras que para el experimento con 100  y 101 esporas /100 mL de bebida 
isotónica a 30 °C debido a un retraso por capacidad del laboratorio, comenzó a las 
10:00 horas de un día (hora “0”) y de ahí se siguió con el intervalo según lo 
mencionado anteriormente. Todas las réplicas en cada experimento fueron dadas 
en las mismas condiciones. 
 
Los resultados obtenidos de los experimentos A, B, C y D (tablas N° 10 y 11), 
demuestran que el tiempo que toma Fusarium oxysporum en aparecer en la 
bebida isotónica sabor mandarina decrece en función del aumento tanto de la 
temperatura de almacenamiento como de la carga del inóculo, siendo el 
tratamiento que mejor retrasa el deterioro el que combina una temperatura de 20 
°C con una carga de 100 esporas/100 mL de bebida isotónica y el tratamiento que 
genera un deterioro más rápido es aquel dado a una temperatura de 30 °C con 
una carga de 101 esporas/100 mL de bebida isotónica. Estos resultados son muy 
semejantes a los obtenidos por Sant´Ana288 y col. (2010) cuando modeló el 
deterioro de jugo clarificado de manzana ocasionado por el moho Byssochlamys 
fulva y también por Guedes312 y col. (2013) cuando usó el modelo logístico para 
evaluar el deterioro causado por Mrakia frigida en jugo de naranja refrigerado. 
 
En todos los experimentos el máximo porcentaje de botellas positivas 
(deterioradas) alcanzó el 100 % (Pmax). A una temperatura de 20 °C, Fusarium 
oxysporum llegó a deteriorar el 100 % de las botellas en un máximo de 139 horas 
cuando presenta una carga de 100 esporas/100 mL de bebida isotónica, mientras 
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que a 30 °C lo hizo en 94 horas (tablas N° 10 y 11). Así mismo, al almacenar las 
botellas a una temperatura de 30 °C el máximo deterioro ocurrió a las 94 y 75 
horas para una carga de 100 y 101 esporas/100 mL de bebida isotónica 
respectivamente (tabla N° 11). 
 
Al analizar los parámetros obtenidos del enfrentamiento de los datos al modelo 
logístico, los cuales son mostrados en las tablas N° 12 y 13 y representados en las 
figuras N° 6 y 7, podemos observar que cuando se mantiene la carga de esporas 
el valor de τ en horas (P = Pmax 2⁄ ), que en este caso representa el 50 % de 
probabilidad de deterioro en cada experimento, aumenta cuando la temperatura 
disminuye. Se evidenció también que cuando la carga del inóculo fue de 100 
esporas/100 mL de bebida isotónica, incluso a 20 y 30 °C, los datos mostraron 
diferencias significativas en el tiempo para obtener el 50 % de botellas 
deterioradas. 
 
Los parámetros del modelo fueron estimados con una buena exactitud, basados 
en los valores de RMSE (raíz del error cuadrático medio) reportados en la tabla N° 
14 y comparados contra los valores obtenidos por Sant´Ana288 y col. (2010). Con 
una carga de inóculo de 100 esporas/100 mL de bebida isotónica, se obtuvieron 
valores máximos de 5.4397 y 5.8145 a temperaturas de almacenamiento de 20 y 
30 °C respectivamente. Valores similares se obtuvieron para una carga de 101 
esporas/100 mL de bebida isotónica a 20 y 30 °C, dando como máximos 
resultados 5.6850 y 5.9196 en cada caso. Estos valores indican que los datos 
generados en los experimentos se ajustaron con buena exactitud al modelo 
logístico de la microbiología predictiva. 
 
Con excepción del tratamiento a 30 °C con 100 esporas/100 mL de bebida 
isotónica y 101 esporas/100 mL de bebida isotónica a 20 °C, todos los demás 
tratamientos presentaron diferentes tiempos para el deterioro de las 60 botellas 
con respecto a sus réplicas (tablas N° 10 y 11). Esto puede ser explicado debido a 
que las esporas fúngicas incluso con el mismo tratamiento (estado fisiológico) y 
- 101 - 
 
las mismas condiciones de germinación son muy heterogéneas en términos de 
tiempos para germinar individualmente. Por ello el tiempo de germinación de una 
espora no es un valor fijo y puede ser caracterizado mejor usando una distribución 
de probabilidades, tal como lo hizo Gougouli313 y col. (2011) cuando comparó las 
distribuciones de tiempos de germinación de esporas individuales de Penicillium 
expansum y Aspergillus niger con el fin de investigar la relación del tiempo de 
germinación con los tiempos de latencia miceliar. La proporción de unidades 
deterioradas de 7/1000 y 8/10 000 para los sabores de mandarina y frutas 
tropicales respectivamente, que obtuvo la planta de fabricación después de una 
revisión al 100 % de casi 170 000 unidades (data no publicada), es probablemente 
debido a lo mencionado anteriormente asociado a los factores intrínsecos que se 
presenta en cada sabor. 
 
Los valores de t10%, que representa el tiempo al que el 10 % de las botellas estarán 
deterioradas, fueron calculados para cada combinación de temperatura y carga de 
inóculo (tabla N° 14). Al mantener la misma condición de temperatura en un 
experimento, el valor de t10% aumenta en función de la disminución en la carga del 
inóculo, por ejemplo a una temperatura constante de 30 °C se obtuvo un valor 
máximo de 67.42 horas con una carga de 101 esporas/100 mL de bebida isotónica 
en comparación a 74.32 horas como máximo para una carga de 100 esporas/100 
mL de bebida isotónica. Esto se da porque al presentar una mayor población de 
esporas en solución, hay mayor probabilidad de que cualquiera de ellas pueda 
germinar más rápido en comparación a una sola. 
 
El menor valor de t10% (67.04 horas), se obtuvo con un tratamiento de 10
1 
esporas/100 mL de bebida isotónica a 30 °C. Este tiempo es de suma importancia 
para la industria de bebidas, ya que dispara la alerta de recojo de productos en el 
mercado cuando las primeras botellas son detectadas. 
 
A diferencia de las curvas obtenidas para los experimentos A y C que se 
mostraron individualmente en la figura N° 6, los datos obtenidos de los 
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experimentos B y D (101 esporas/100 mL de bebida isotónica a 20 y 30 °C), 
pueden ser mostrados gráficamente en solo 2 curvas debido a que la diferencia de 
los resultados del primer ensayo en cada experimento con respecto a su réplica 
fue mínima.  
 
Los ensayos fueron realizados en 2 lotes diferentes de bebidas isotónicas sabor 
mandarina, con la finalidad de verificar si los datos de probabilidad de crecimiento 
eran reproducibles. Como puede ser observado en la tabla N° 9, los valores de 
°Brix, pH, sólidos disueltos totales (TDS) y acidez titulable no fueron muy 
diferentes entre sí y los resultados de probabilidad de crecimiento tampoco (tablas 
N° 10, 11 y 14). Es importante mencionar que debe realizarse un estudio más 
profundo acerca de la interacción de °Brix, pH, sólidos disueltos totales (TDS), 
acidez titulable y las temperaturas de almacenamiento, considerando valores 
máximos, mínimos y promedios que se obtienen durante la fabricación, debido a 
que pueden influenciar significativamente en el crecimiento de Fusarium 
oxysporum en la bebida isotónica. 
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VI. CONCLUSIONES 
 
A través de esta investigación se puede concluir que: 
 
 Fusarium oxysporum es capaz de crecer y deteriorar la bebida isotónica 
sabor mandarina, incluso a muy bajas concentraciones de inóculo (100 
esporas/100 mL de bebida isotónica) formando un micelio visible en 
suspensión. El tratamiento que mejor retrasa el deterioro es dado a una 
temperatura de 20 °C con una carga de 100 esporas/100 mL de bebida 
isotónica, mientras que el tratamiento que genera un deterioro más rápido 
es dado a una temperatura de 30 °C con una carga de 101 esporas/100 mL 
de bebida isotónica. 
 El menor valor de t10% (67.04 horas) se obtuvo con un tratamiento de 10
1 
esporas/100 mL de bebida isotónica a 30 °C. A una temperatura constante, 
el valor de t10% aumenta en función de la disminución en la carga de 
esporas. 
 Basados en los valores obtenidos de RMSE (0.8448 – 5.9196), los datos 
generados en los experimentos se ajustaron con buena exactitud al modelo 
logístico. 
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VII. RECOMENDACIONES 
 
La presente investigación fue realizada en un solo sabor de bebida isotónica, sin 
embargo en la actualidad existe en el mercado diversos sabores y presentaciones, 
las cuales básicamente se diferencian en el aceite esencial que contienen, 
aportándole ese aroma característico a determinada fruta. La presencia de estos 
aceites esenciales podría influenciar la probabilidad de crecimiento de Fusarium 
oxysporum en los diversos sabores de bebidas isotónicas produciendo diferentes 
tiempos para el crecimiento de este microorganismo, por ello debería ser 
investigado.  
 
Es necesario conocer a profundidad: ¿cómo es el desarrollo de este 
microorganismo en la bebida isotónica cuando ya la espora está dentro?, esto 
podría conocerse usando modelos primarios tal como el de Baranyi para 
cuantificar las fases de latencia, los ratios máximos de crecimiento y los diámetros 
máximos alcanzados por las colonias de Fusarium oxysporum en las bebidas 
isotónicas. La interacción entre los diversos valores de los parámetros 
fisicoquímicos en estas bebidas, como °Brix, pH, sólidos disueltos totales y acidez 
titulable, pueden influir en el comportamiento del F. oxysporum. Estudios para 
cuantificar la influencia de estos parámetros usando modelos secundarios de la 
microbiología predictiva tal como el de Superficie de Respuesta podrían ser 
usados para elucidar esta hipótesis. 
 
Debido a que muchas especies del género Fusarium producen importantes 
micotoxinas, es necesario evaluar si el F. oxysporum es capaz de generar algún 
tipo de micotoxina dentro de la bebida isotónica, y si lo hace, poder cuantificarlo a 
través del tiempo. 
Finalmente las ecuaciones desarrolladas en esta investigación pueden ser 
aplicadas en la industria de bebidas isotónicas con sabor a mandarina, para 
ayudar a la toma de decisiones en el aseguramiento de la calidad.  
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IX. ANEXOS 
 
Anexo 1. Nota de despacho del moho FRR 3414 Fusarium oxysporum, 
proveniente del FRR Culture Collection, CSIRO Food and Nutritional Sciences – 
Australia 
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Anexo 2. Análisis de varianza generados en cada experimento. 
 
 
Experimento A: 100 esporas/100 mL de bebida isotónica sabor mandarina a  
20 °C 
1° Ensayo  
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
r2 Coef Det     DF Adj r2       Fit Std Err     F-Statistic 
0.98579 0.980106 5.439717 173.43547 
 
   Value         Std Error     t-Value       95% Confidence Limits 
 
a0 100 0.000544 183833.108997 99.998601100.001399 
a1 0.130409 0.017987 7.25011 0.084164 0.176654 
a2 116.48499 0.993215 117.280698 113.931433 119.038547 
 
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
 
a0=100            a1=0.130409       a2=116.48499                                                     
Source      Sum of Squares    df   Mean Square    F-Statistic 
Regression  10264.090044      2    5132.045022    173.43547                                          
Error       147.952579        5    29.590516                                                         
Total       10412.042623      7      
2° Ensayo (Réplica) 
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
r2 Coef Det     DF Adj r2       Fit Std Err     F-Statistic 
0.999599 0.999499 1.124067 9980.554675 
 
   Value         Std Error     t-Value       95% Confidence Limits 
 
a0 100 0.000112 889626.38889 99.999741100.000259 
a1 0.356493 0.016777 21.248449 0.317804 0.395181 
a2 104.572405 0.298897 349.861156 103.883148 105.261661 
 
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
 
a0=100            a1=0.356493       a2=104.572405                                                    
Source      Sum of Squares    df   Mean Square    F-Statistic 
Regression  25221.409882      2    12610.704941   9980.554675                                        
Error       10.10822          8    1.263527                                                          
Total       25231.518102      10                
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Experimento B: 101 esporas/100 mL de bebida isotónica sabor mandarina a  
20 °C 
1° Ensayo  
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
r2 Coef Det     DF Adj r2       Fit Std Err     F-Statistic 
0.99344 0.992247 3.841618 832.851542 
 
   Value         Std Error     t-Value       95% Confidence Limits 
 
a0 100 3.841618 26.030695 91.544598108.455402 
a1 0.203568 0.022489 9.05184 0.15407 0.253067 
a2 93.76214 0.438342 213.901696 92.797349 94.726931 
 
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
 
a0=100            a1=0.203568       a2=93.76214                                                      
Source      Sum of Squares    df   Mean Square    F-Statistic 
Regression  24582.500378      2    12291.250189   832.851542                                         
Error       162.338358        11   14.758033                                                         
Total       24744.838737      13                                                                     
2° Ensayo (Réplica) 
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
r2 Coef Det     DF Adj r2       Fit Std Err     F-Statistic 
0.981545 0.976932 5.685052 212.748843 
 
   Value         Std Error     t-Value       95% Confidence Limits 
 
a0 100 0.000057 1758998.880291 99.999869100.000131 
a1 0.269308 0.044654 6.031063 0.166337 0.372279 
a2 92.462637 0.508463 181.847347 91.290122 93.635153 
 
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
 
a0=100            a1=0.269308       a2=92.462637                                                     
Source      Sum of Squares    df   Mean Square    F-Statistic 
Regression  13752.006748      2    6876.003374    212.748843                                         
Error       258.558525        8    32.319816                                                         
Total       14010.565272      10                                                                     
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Experimento C: 100 esporas/100 mL de bebida isotónica sabor mandarina a  
30 °C 
1° Ensayo  
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
r2 Coef Det     DF Adj r2       Fit Std Err     F-Statistic 
0.981661 0.978605 5.814524 321.175255 
 
   Value         Std Error     t-Value       95% Confidence Limits 
 
a0 100 0.000581 171983.130236 99.998733100.001267 
a1 0.336452 0.048315 6.963668 0.23117 30.441731 
a2 77.627384 0.535665 144.917915 76.460171 78.794597 
 
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
 
a0=100            a1=0.336452       a2=77.627384                                                     
Source      Sum of Squares    df   Mean Square    F-Statistic 
Regression  21717.027154      2    10858.513577   321.175255                                         
Error       405.704241        12   33.808687                                                         
Total       22122.731395      14                                                                     
 
2° Ensayo (Réplica) 
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
r2 Coef Det     DF Adj r2       Fit Std Err     F-Statistic 
0.999656 0.999598 0.844922 17425.077642 
 
   Value         Std Error     t-Value       95% Confidence Limits 
 
a0 100 0.000845 118354.112799 99.998159 100.001841 
a1 1.01905 0.091111 11.184696 0.820519 1.217581 
a2 75.6113 0.067942 1112.878201 75.463254 75.759346 
 
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
 
a0=100            a1=1.01905        a2=75.6113                                                       
Source      Sum of Squares    df   Mean Square    F-Statistic 
Regression  24879.29153       2    12439.645765   17425.077642                                       
Error       8.566719          12   0.713893                                                          
Total       24887.858249      14                                                                     
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Experimento D: 101 esporas/100 mL de bebida isotónica sabor mandarina a  
30 °C 
1° Ensayo  
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
r2 Coef Det     DF Adj r2       Fit Std Err     F-Statistic 
0.984104 0.982117 5.919618 495.265015 
 
   Value         Std Error     t-Value       95% Confidence Limits 
 
a0 100 1.871948e+20 5.342030e-19 -
3.968529e+203.968529e+20 
a1 6.139914 383925.497196 0.000016 -
813915.870204813928.150032 
a2 67.261729 18838.253225 0.00357 -39869.83295240004.35641 
 
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
 
a0=100            a1=6.139914       a2=67.261729                                                     
Source      Sum of Squares    df   Mean Square    F-Statistic 
Regression  34710.029545      2    17355.014772   495.265015                                         
Error       560.67            16   35.041875                                                         
Total       35270.699545      18                                                                     
 
2° Ensayo (Réplica) 
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
r2 Coef Det     DF Adj r2       Fit Std Err     F-Statistic 
0.992476 0.991473 3.857325 989.329522 
 
   Value         Std Error     t-Value       95% Confidence Limits 
 
a0 100 1.219793 81.981095 97.40062102.59938 
a1 1.690026 0.286938 5.88987 1.078562 2.30149 
a2 68.294968 0.24319 280.829338 67.776729 68.813206 
 
User-Defined  y=100/(1+exp(a1*(a2-x)))                                                               
 
a0=100            a1=1.690026       a2=68.294968                                                     
Source      Sum of Squares    df   Mean Square    F-Statistic 
Regression  29440.388571      2    14720.194286   989.329522                                         
Error       223.184398        15   14.87896                                                          
Total       29663.57297       17         
 
 
 
